Determination of expression and active domain of pernisine enzyme in bacteria Escherichia coli by Hartman, Kevin
  
 















DOLOČANJE IZRAŽANJA IN AKTIVNE DOMENE 








































DOLOČANJE IZRAŽANJA IN AKTIVNE DOMENE ENCIMA 
PERNIZIN V BAKTERIJAH VRSTE Escherichia coli 
 
MAGISTRSKO DELO 




DETERMINATION OF EXPRESION AND ACTIVE DOMAIN OF 
PERNISINE ENZYME IN BACTERIA Escherichia coli 
 
M. SC. THESIS 



















Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Biotehnologije. 
Delo je bilo opravljeno na Biotehniški fakulteti, Oddelku za živilstvo, Katedri za biokemijo 
in kemijo živil. 
 
Študijska komisija je za mentorja magistrskega dela imenovala prof. dr. Natašo Poklar Ulrih 









Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica: prof. dr. Mojca Narat 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
 
Član: prof. dr. Nataša Poklar Ulrih 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
 
 
Član: doc. dr. Matej Butala 
















Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2 
DK UDK 604.4:577.15:602.44:543.544.17(043.2) 
KG pernizin/hipertermofilni encimi/Aeropyrum pernix/subtilizinu podobne 
proteinaze/rekombinantno izražanje/Escherichia coli/avtokatalitično zorenje 
/avtoproteoliza  
AV HARTMAN, Kevin  
SA POKLAR ULRIH, Nataša (mentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Magistrski 
študijski program 2. stopnje Biotehnologije 
LI 2018  
IN DOLOČANJE IZRAŽANJA IN AKTIVNE DOMENE ENCIMA PERNIZIN V 
BAKTERIJAH VRSTE Escherichia coli 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XIII, 64 str., 18 pregl., 30 sl., 68 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Pernizin je zunajcelična serinska proteinaza, ki jo sintetizira hipertermofilna arheja 
Aeropyrum pernix. Za razvoj komercialnih aplikacij in nadaljnji opis pernizina je ključen 
razvoj učinkovitega rekombinantnega ekspresijskega sistema. Kodonsko optimizirano 
zaporedje za pernizin smo vstavili v vektorje pMCSG7 in pMD204, s tem smo pripravili 
ekspresijske vektorje za prekomerno izražanje gena za pernizin v Escherichia coli. 
Optimalna čistost pernizina je bila dosežena z usmerjeno akumulacijo encima v 
periplazmi. Po izolaciji iz periplazemske frakcije in čiščenju encima označenega s 
histidinsko značko z Ni-NTA afinitetno kromatografijo je bil dosežen donos ~4 mg 
pernizina na L produkcijske kulture. Za aktivacijo encimske aktivnosti pernizina je 
potrebna avtokatalitična odcepitev proregije. Glede na predvidena cepitvena mesta post-
translacijskega zorenja smo sintetizirali neprocesiran pernizin (Prn1), encim brez 
signalne sekvence (Prn26) ter procesiran encim brez proregije (Prn92 ; Prn94). S 
cimografijo smo potrdili uspešno zvitje vseh različic rekombinantnega pernizina v 
proteolitično aktivno obliko. To nakazuje, da proregija pri pernizinu ni nujna za uspešno 
zvitje, kot velja za nekatere subtilaze. S CD-spektropolarimetrijo in fluorescenčno 
emisijsko spektrometrijo smo potrdili visoko termostabilnost rekombinantnega pernizina 
ter pokazali visoko encimsko aktivnost pri temperaturi 100 °C z azokazeinskimi testi. 
Ugotovili smo, da med postopki produkcije in biokemijske karakterizacije v vzorcih 
pernizina poteka nezaželena avtoproteoliza. Vezava kalcijevih ionov (Ca2+) povzroči 
konformacijske spremembe v strukturi pernizina, verjetno preko tvorbe Ca2+-vezavne 
zanke. Vezava kalcijevih ionov zviša konformacijsko stabilnost in proteolitično 
aktivnost, kar posledično zviša tudi stopnjo avtokatalitičnega zorenja in avtoproteolize v 
raztopinah pernizina. 
IV 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDK 604.4:577.15:602.44:543.544.17(043.2) 
CX pernisine/Aeropyrum pernix/hyperthermophilic enzymes/subtilisin-like 
proteases/recombinant expression/Escherichia coli/autocatalytic 
maturation/autoproteolysis 
AU HARTMAN, Kevin  
AA POKLAR ULRIH, Nataša (supervisor)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2018  
TI DETERMINATION OF EXPRESION AND ACTIVE DOMAIN OF PERNISINE 
ENZYME IN BACTERIA Escherichia coli 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XII, 64 p., 18 tab., 30 fig., 68 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Pernisine is an extracellular serine protease from the hyperthermophilic archaea 
Aeropyrum pernix. Development of an efficient recombinant expression system is crucial 
for development of industrial applications and further characterisation of this enzyme. 
Several expression vectors for overexpression in E. coli were constructed based on 
pMCSG7 and pMD204 vectors and codon-optimised pernisine gene. Initial problems 
with pernisine purification were resolved with translocation of enzyme accumulation into 
periplasm. Enzyme yield of ~4 mg L-1 production culture was achieved with isolation 
from the periplasmic fraction and purification of His-tagged enzyme with Ni-NTA 
column affinity chromatography. Pernisine is matured into an activate form with 
autocatalytic cleavage of proregion from the N-terminus. Based on the predicted 
cleavage sites of post-translational maturation unprocessed pernisine (Prn1), enzyme 
without signal sequence (Prn26) and maturated enzyme without the proregion (Prn92; 
Prn94) were synthesised. Zymography confirmed successful folding of all recombinant 
pernisines into an active proteolytic conformation. CD-spectrometry and intrinsic 
fluorescence emission spectrometry were used to demonstrate high thermal stability of 
recombinant pernisine and high proteolytic activity at 100 °C was shoved with azocasein 
assays. We have demonstrated that auto-proteolysis of pernisine samples can be 
problematic during enzyme production and biochemical characterisation. Binding of 
calcium ions (Ca2+) results in conformational changes in structure, probably via 
formation of Ca2+-binding loop. This increases conformational stability and proteolytic 
activity, thus consequently also the rate of autocatalytic maturation and auto-proteolysis 
in pernisine solutions. 
 
V 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   




 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ................................... III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION ............................................................ IV 
        KAZALO VSEBINE…………………………………………………………..V 
 KAZALO PREGLEDNIC .......................................................................... VIII 
 KAZALO SLIK ............................................................................................ IX 
 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ......................................................................... XI 
1 UVOD .............................................................................................................1 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI NALOGE .........................................1 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE ...................................................................................2 
2 PREGLED OBJAV........................................................................................3 
2.1 PROTEINAZE ................................................................................................3 
2.1.1 Uporaba termostabilnih proteinaz ................................................................3 
2.1.2 Industrijska proizvodnja termostabilnih proteinaz .....................................4 
2.2 PERNIZIN .......................................................................................................5 
2.2.1 Struktura in procesiranje pernizina .............................................................5 
2.2.2 Biokemijske in fizikalne lastnosti ..................................................................7 
2.2.3 Rekombinantna produkcija ..........................................................................8 
2.3 ARHEJE IN AEROPYRUM PERNIX ................................................................9 
2.3.1 Aeropyrum pernix K1 .....................................................................................9 
2.4 MOLEKULARNI MEHANIZMI TERMOSTABILNOSTI ENCIMOV ......... 10 
2.5 PRODUKCIJA PROTEINOV V BAKTERIJI ECHERICHIA COLI ..................... 11 
2.5.1 Ekspresijski sistemi E. coli .......................................................................... 12 
2.5.2 Lokalizacija akumulacije rekombinantnih proteinov ................................ 13 
2.6 BIOKEMIJSKA IN BIOFIZIKALNA KARAKTERIZACIJA PROTEINAZ . 13 
2.6.1 Cirkularni dikroizem (CD) .......................................................................... 14 
2.6.2 Fluorescenčna emisijska spektrometrija .................................................... 15 
3 MATERIALI IN METODE ........................................................................ 17 
3.1 MATERIAL .................................................................................................. 17 
3.1.1 Kemikalije in raztopine ............................................................................... 17 
3.1.2 Laboratorijska oprema in naprave ............................................................. 18 
3.1.3 Bakterijski sevi ............................................................................................. 19 
3.2 METODE DELA ........................................................................................... 19 
VI 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
3.2.1 Priprava vektorskih konstruktov ................................................................ 19 
3.2.1.1 Pomnoževanje zapisov za rekombinantne encime .......................................... 19 
3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza ....................................................................... 20 
3.2.1.3 Čiščenje, restrikcija in ligacija pomnožkov .................................................... 21 
3.2.1.4 Pomnoževanje in čiščenje vektorskih konstruktov .......................................... 23 
3.2.1.5 Določitev nukleotidnih zaporedij plazmidnih konstruktov .............................. 23 
3.2.2 Produkcija rekombinantnih encimov v E. coli ........................................... 23 
3.2.2.1 Priprava kompetentnih celic ........................................................................... 23 
3.2.2.2 Transformacija celic ...................................................................................... 24 
3.2.2.3 Priprava inokoluma produkcijskih celic ......................................................... 24 
3.2.2.4 Gojenje transformiranih celic ......................................................................... 24 
3.2.2.5 Izražanje rekombinantnih encimov ................................................................ 24 
3.2.3 Izolacija in čiščenje rekombinantnih encimov ............................................ 25 
3.2.3.1 Pridobivanje citoplazemske frakcije ............................................................... 25 
3.2.3.2 Pridobivanje periplazemske frakcije ............................................................... 25 
3.2.3.3 Čiščenje z afinitetno kromatografijo .............................................................. 25 
3.2.3.4 Dializa očiščenih encimov ............................................................................. 26 
3.2.3.5 Poskus optimizacije izražanja pernizina v E. coli ........................................... 26 
3.2.4 Analiza proteinov ......................................................................................... 27 
3.2.4.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS - PAGE) ..... 27 
3.2.4.2 Cimografija.................................................................................................... 28 
3.2.4.3 Določanje koncentracije proteinov ................................................................. 28 
3.2.4.4 Fluorescenčna emisijska spektrometrija ......................................................... 28 
3.2.4.5 CD-spektrometrija ......................................................................................... 29 
3.2.4.6 Določanje encimske aktivnosti z azokazeinskim testom ................................. 30 
3.2.5 Test za detekcijo proteolitične aktivnosti bakterijskih kolonij .................. 31 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO ..................................................................... 32 
4.1 NAČRTOVANJE REKOMBINANTNIH  ENCIMOV IN PRIPRAVA 
VEKTORSKIH KONSTRUKTOV ................................................................ 32 
4.2 OPTIMIZACIJA PRODUKCIJE PERNZINA ................................................ 34 
4.2.1 Optimizacija izražanja ................................................................................ 34 
4.3 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE IN ČIŠČENJA ................................................ 37 
4.3.1 Izolacija iz citoplazme .................................................................................. 37 
VII 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
4.3.2 Izolacija iz periplazemske frakcije .............................................................. 39 
4.4 AVTOKATALITIČNO PROCESIRANJE IN AVTOPROTEOLIZA 
PERNIZINA .................................................................................................. 42 
4.5 TEST ZA DETEKCIJO PROTEOLITIČNE AKTIVNOSTI TERMOFILNIH 
ENCIMOV NA TRDNEM GOJIŠČU ............................................................ 46 
4.6 BIOKEMIJSKE IN FIZIKALNE LASTNOSTI REKOMBINANTIH 
PERNIZINOV ............................................................................................... 48 
4.6.1 Spremljanje encimske aktivnosti z azokazeinskim testom ......................... 48 
4.6.2 Cirkularni dikroizem (CD) .......................................................................... 49 
4.6.3 Fluorescenčna emisijska spektrometrija .................................................... 53 
5 SKLEPI ........................................................................................................ 56 
6 POVZETEK………………………………………………………………….58 




Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   




Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in raztopin. ............................................... 17 
Preglednica 2: Seznam in sestava uporabljenih pufrov. .................................................... 17 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih kompletov kemikalij. ............................................... 18 
Preglednica 4: Uporabljeni encimi za pripravo vektorskih konstruktov. ........................... 18 
Preglednica 5: Seznam pomembnejše laboratorijske opreme in naprav. ............................ 18 
Preglednica 6: Uporabljeni bakterijski sevi. ..................................................................... 19 
Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi........................................................... 19 
Preglednica 8: Sestava reakcijskih mešanic za PCR. ........................................................ 20 
Preglednica 9: Temperaturni profil za PCR s DNA-polimerazo »Phusion«. ...................... 20 
Preglednica 10: Sestava reakcije za restrikcijo pMCSG7 z SspI. ...................................... 21 
Preglednica 11: Obdelava PCR pomnožkov s DNA-polimerazo T4. ................................. 21 
Preglednica 12: Obdelava rezanega plazmida pMCSG7 s DNA-polimerazo T4. ............... 22 
Preglednica 13: Sestava reakcijskih zmesi za restrikcijo pomnožkov PCR in vektorja 
pMD204. ................................................................................................ 22 
Preglednica 14: Sestava reakcijske zmesi za ligacijo  DNA fragmentov v vektor pMD204
 ............................................................................................................. 23 
Preglednica 15: Sestava zmesi za pripravo 12 % poliakrilamidnega gela. ......................... 27 
Preglednica 16: Parametri analize fluorescenčne emisijske spektrometrije. ...................... 29 
Preglednica 17: Parametri analize CD-spektrometrije. ...................................................... 29 
Preglednica 18: Lastnosti sintetiziranih rekombinantnih encimov. .................................... 34 
  
IX 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   




Slika 1:  Shematski prikaz predvidene primarne strukture pernizina (Šnajder, 2013: 4).
 .............................................................................................................................5 
Slika 2:  Predvidena 3D modelna struktura pernizina pridobljena s programom VMD 
(Humphrey in sod., 1996) ..................................................................................... 6 
Slika 3:  Vpliv temperature in pH na encimsko aktivnost nativnega pernizina določen z 
azokazeinskimi testi. Prirejeno po Šnajder in sod. (2012). ....................................7 
Slika 4:  Celice A. pernix posnete z elektronsko presevno mikroskopijo (Sako in sod., 1996).
 .......................................................................................................................... 10 
Slika 5:  Shematska ponazoritev mehanizmov regulacije izražanja proteinov v pET sistemu. 
Prirejeno po Primrose in Twyman (2006). .......................................................... 12 
Slika 6:  Značilni CD spektri posameznih sekundarnih struktur proteinov v daljnem UV 
območju. 1: alfa vijačnica; 2: beta ploskev; 3: neurejena struktura. Prirejeno po 
Kelly in sod. (2005). .......................................................................................... 15 
Slika 7: Plazmidna mapa pMCSG7 s vključkom kodonsko optimiziranega pernizina. ..... 32 
Slika 8: Shematski prikaz primarne strukture rekombinatnega pernizina izraženega v 
vektorskem konstruktu pMCSG7 ....................................................................... 33 
Slika 9: Shematski prikaz primarne strukture rekombinatnega pernizina izraženega v 
vektorskem konstruktu pMD204 ........................................................................ 33 
Slika 10: Cimogram (zgoraj) in cimogram (+NaDS-PAGE)* (spodaj) vzorcev pridobljenih 
iz peletov produkcijskih kultur z izražanjem pri različnih pogojih. L: proteinska 
velikostna lestvica. ............................................................................................. 35 
Slika 11: Cimogram vzorcev supernatantov po peletiranju produkcijskih kultur (proteini v 
gojišču) z izražanjem pri različnih pogojih. ........................................................ 36 
Slika 12: NaDS-PAGE analiza vzorcev supernatantov po peletiranju produkcijskih kultur 
(proteini v gojišču) z izražanjem pri različnih pogojih ........................................ 36 
Slika 13: NaDS-PAGE (levo) in cimogram (desno) elucijskih frakcij po čiščenju pernizina 
Prn1N-His pridobljenega z izolacijo iz citoplazme ................................................. 37 
Slika 14: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) elucijskih frakcij po čiščenju 
pernizina Prn26N-His  ter Prn92C-His pridobljenega z izolacijo iz citoplazme .......... 38 
Slika 15: NaDS - PAGE (levo) in cimogram (desno) vzorcev pernizina Prn1C-His izoliranega 
iz periplazemske frakcije .................................................................................... 40 
Slika 16: Cimogram (zgoraj) in NaDS-PAGE (spodaj) vzorcev rekombinantnega pernizina 
Prn26C-His in Prn92 C-His. ..................................................................................... 41 
Slika 17: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) vzorcev različic rekombinatnega 
pernizina s His značko na N-koncu pripravljenih po 1 h inkubaciji pri 4 °C in 80° 
C, z in brez dodatka 1,0 mM CaCl2. ................................................................... 42 
X 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
Slika 18: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) proteinskih vzorcev pridobljenih po 
inkubaciji encimov Prn1C-His, Prn92C-His ter PrnS355A ........................................... 43 
Slika 19: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) vzorcev rekombinantega pernizina 
Prn1C-His inkubiranih pri enakih pogojih, kot med izražanjem encima v E. coli.. . 45 
Slika 20: Primer testa proteolitične aktivnosti lizatov kolonij E. coli, ki so producirale 
različice rekombinantnega pernizina na trdnih gojiščih z inkubacijo na 80 °C.. .. 47 
Slika 21: Encimska aktivnost različic pernizina določena na podlagi azokazeinskega testa 
pri temperaturah 20 °C, 60 °C in 90 °C .............................................................. 48 
Slika 22: Relativna proteolitična aktivnost rekombinantnega pernizina Prn1C-His in nativnega 
arhejskega pernizina (PrnAP) določena na podlagi azokazeinskega testa pri 
temperaturah 20 °C, 40 °C, 60 °C, 80 °C, 90 °C in 100 °C ................................. 49 
Slika 23: CD-spektri nativnega arhejskega pernizina (PrnAP) v daljnem UV-območju (200–
250 nm) pri temperaturah 20, 60 in 90 °C z in brez dodatka 2 mM CaCl2 posneti v 
10 mM HEPES pufru pri pH 8,0. ........................................................................ 50 
Slika 24: CD-spektri rekombinantnega pernizina (Prn1C-His) v daljnem UV-območju (200–
250 nm) pri temperaturah 20, 60 in 90 °C, brez in ob dodatka 2 mM CaCl2  posneti 
v 10 mM HEPES pufru pri pH 8,0. ..................................................................... 50 
Slika 25: CD-spektri katalitske mutante PrnS355A v daljnem UV-območju (200–250 nm) pri 
temperaturah 20, 60 in 90 °C, brez in z dodatkom 2 mM CaCl2  v 10 mM HEPES 
pufru pri pH 8,0 ................................................................................................. 51 
Slika 26: CD-spektri pernizina brez proregije (Prn92C-His) v daljnem UV-območju (200–250 
nm) pri temperaturah 20, 60 in 90 °C, ob in brez dodatka 2 mM CaCl2. posneti v 10 
mM HEPES pufru pri pH 8,0 ............................................................................. 52 
Slika 27: Maksimumi fluorescenčne emisijske intenzitete (λmax) v odvisnosti od 
temperature (20–95 °C), spektri so bili posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0. .. 53 
Slika 28: Fluorescenčni emisijski spektri rekombinantnega pernizina (Prn1C-His) v odvisnosti 
od temperature pri segrevanju (20 – 95 °C), posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0.
 .......................................................................................................................... 54 
Slika 29: Fluorescenčni emisijski spektri rekombinantnega pernizina brez signalnega 
zaporedja (Prn26 C-His) v odvisnosti od temperature pri segrevanju (20 – 95 °C), 
posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0. .............................................................. 54 
Slika 30: Fluorescenčni spektri rekombinantnega procesiranega pernizina (Prn92C-His) v 
odvisnosti od temperature pri segrevanju (20 – 90 °C), posneti v 10 mM Tris pufru 






Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% w/v  Odstotek mase na volumen 
% v/v  Odstotek volumna na volumen 
ε  Ekstinkcijski koeficient 
AK  Aminokislina 
AKO  Aminokislinski ostanek 
APS  Amonijev persulfat 
aa/bis-aa  Akrilamid/bisakrilamid 
Amp  Ampicilin 
ang.  Angleško 
A. pernix Aeropyrum pernix 
Axxx  Absorbanca pri valovni dolžini xxx 
bp  Bazni par 
c  Množinska koncentracija 
CD  Cirkularni dikroizem 
C-konec Karboksilni terminalni konec 
Clf   Kloramfenikol 
Da  Dalton 
dCTP  Deoksicitozin trifosfat 
dGTP  Deoksigvanozin trifosfat 
dNTP  Deoksiribonukleozid trifosfat 
DMSO Dimetil sulfoksid 
DNA  Deoksiribonukleinska kislina 
dH2O  Destilirana voda 
DTT  Ditiotreitol 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Etilendiamintetraocetna kislina 
GvHCl Gvanidinijev hidroklorid 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
His (H) Histidin 
Hisx  Zaporedje x histidinskih ostankov 
IPTG  Izopropil ẞ-D-1-tiogalaktopiranozid 
kbp  Kilobazni par 
kDa  Kilodalton 
LB  Bogato gojišče za rast bakterije E. coli (ang. »lysogeny broth«) 
Mw  Molekulska masa (ang. »molecular weight«) 
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MBP  Maltoza vezavnega proteina (ang. »maltose binding protein«)  
NaDS  Natrijev dodecil sulfat 
N-konec Aminski terminalni konec 
Ni-NTA Nikelj-nitrilotriocetna kislina, matriks za afinitetno kromatografijo 
NTA  Nitrilotriocetna kislina 
OD600  Optična gostota, izmerjena pri valovni dolžini 600 nm 
ORF  Odprti bralni okvir (ang. »open reading frame«) 
PAGE  Poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR  Verižna reakcija s polimerazo (ang. »polymerase chain reaction«) 
PMSF  Fenilmetansulfonil flourid, inhibitor serinskih proteaz 
PrnAP Nativni pernizin izoliran iz gojišča po gojenju arheje Aeropyrum pernix. 
PrnS355A Katalitska mutanta pernizina z zamenjavo serina za alanin na 355. mestu.  
PrnXC/N-His Rekombinantni pernizin, kjer je X začetni aminokislinski ostanek celotnega 
 zaporedja pernizina, s poli-histidinsko značko na C ali N-koncu. 
Podrobnejša razlaga okrajšav rekombinantnih pernizinov je podana v 
preglednici 18.   
RNA  Ribonukleinska kislina 
rRNA  Ribosomalna ribonukleinska kislina 
RP  Rekombinantni protein  
rpm  Število obratov na minuto (ang. »revolutions per minute«) 
RU  Odzivna enota (ang. »response unit«) 
TBE  Pufer Tris/borat/EDTA 
TEMED Tetrametiletilenediamin 
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1 UVOD  
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI NALOGE 
 
Encimi so makromolekule (proteini ali RNA), ki poganjajo biološke procese. Orodja 
biotehnologije, kot sta rekombinantna produkcija in proteinski inženiring, omogočajo razvoj 
encimskih tehnologij, ki zadovoljujejo najrazličnejše potrebe človeštva. Encimske 
tehnologije nadomeščajo oziroma izboljšujejo obstoječe procese, da zadostijo ekonomski 
konkurenčnosti in smernicam trajnostnega razvoja. Industrija encimov je ena izmed vodilnih 
panog biotehnologije. Globalni trg encimov je bil v 2014 ocenjen na 4,2 bilijone dolarjev 
(Singh in sod., 2016). Proteinaze – encimi, ki razgrajujejo proteine zavzemajo nad 60 % 
globalnega trga encimov, od tega večji del termostabilne proteinaze (Adrio in Demain, 
2014). Mnoge komercialne aplikacije zahtevajo obstojnost in aktivnost encimov pri visokih 
temperaturah in drugih ostrih nefizioloških pogojih. Takšnim zahtevam ustrezajo 
ekstremofilni encimi pridobljeni iz termofilnih in hipertermofilnih organizmov. Namen tega 
magistrskega dela je izboljšanje produkcije in karakterizacija proteinaze pernizin izolirane 
iz hipertermofilne arheje Aeropyrum pernix (A. pernix). 
 
Arheja A. pernix raste ob morskih žveplenih vrelcih pri temperaturah do 100 °C, zato so 
njeni encimi zanimivi za industrijske aplikacije. Pernizin je zunajcelična serinska proteinaza, 
ki je aktivna v širokem temperaturnem in pH območju ter odporna na različne denaturante 
in tako zanimiva za uporabo v živilstvu, usnjarski industriji ter za razgradnjo prionskih 
infektivnih proteinov (Poklar in Vilfan, 2013). Prionske bolezni oziroma prenosljive 
spongiformne encefalopatije (TSE, ang. »trasmissible spongiformn encephalophaties«) so 
skupina nevrodegenerativnih bolezni, ki se pojavljajo pri človeku in živalih. Vzrok za 
nastanek prionskih bolezni je strukturna pretvorba celičnega prionskega proteina PrPC v 
infektiven PrPSc, ki je ob stiku sposoben transformacije PrPC, kar vodi v eksponentno širjenje 
infektivne oblike (Geschwind, 2015). Prionski patološki proteini kot je PrPSc, so zaradi 
strukturnih lastnosti izredno odporni na temperaturo, detergente, UV in ionizacijsko 
dekontaminacijo ter proteolitično razgradnjo. S pernizinom izoliranim iz gojišča A. pernix 
je bila dokazana uspešna razgradnja patoloških prionskih proteinov PrPSc različnega izvora 
(človeka, goveda, miši) (Šnajder in sod., 2012). Za nadaljnji razvoj aplikacije pernizina v 
sredstvih za dekontaminacijo površin in kirurškega orodja je potrebna priprava 
rekombinantnega pernizina s primerljivo sposobnostjo razgradnje infektivnih prionov in 
drugih proteinskih agregatov z nativnim encimom.  
 
Poglavitno oviro pri nadaljnjih raziskavah in razvoju komercialnih aplikacij pernizina 
predstavlja nizek donos encima in neprimernost termofilnega bioprocesa pridobivanja z 
izolacijo iz gojišča po gojenju A. pernix. Rešitev je rekombinantno izražanje ekstremofilnega 
encima v produkcijskih organizmih kot je bakterija Escherichia coli (E. coli), pri čemer 
pogosto težave predstavlja napačna raba kodonov (evolucijska oddaljenost). S predhodnim 
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delom je bilo pripravljeno kodonsko optimizirano zaporedje gena za pernizin, ki je bilo 
osnova za pripravo vektorskih konstruktov za produkcijo rekombinantnega pernizina v 
okviru tega dela.  
 
Pernizin se sintetizira kot neaktivni prekurzor, ki ima na N-terminalnem koncu signalno 
zaporedje odgovorno za izločanje ter proregijo. Post-translacijsko zorenje (aktivacija 
encima) predvidoma poteče z avtokatalitično odcepitvijo proregije pri visokih temperaturah 
(nad 80°C) ob prisotnosti kalcijevih ionov. Razjasnitev procesa post-translacijska zorenja je 
pomembno za nadaljnji razvoj komercialne uporabe, kot tudi za razumevanje samega 
mehanizma procesa post-translacijske aktivacije pernizina in homolognih encimov. Preverili 
smo potencialno vlogo proregije pri zvijanju pernizina v proteolitično aktivno konformacijo. 
Med preučevanjem nativnega encima so bile poleg zrelega procesiranega pernizina (brez 
proregije) z velikostjo ~34 kDa opažene tudi manjše proteolitično aktivne oblike, 
najpogosteje z velikostjo ~27 kDa. Ni jasno ali te aktivne oblike nastajajo tudi v naravi z 
nadaljnjim post-translacijskim procesiranjem v končno funkcionalno obliko pernizina ali gre 
za posledico naključne avtoproteolize v in vitro pogojih. Navedena vprašanja smo skušali 
razjasniti s sintezo in karakterizacijo okrajšanih različic pernizina na podlagi predvidenih 
cepitvenih mest post-translacijskega procesiranja.  
 
Cilji naloge: 
 Priprava vektorskih konstruktov za rekombinantno izražanje pernizina in njegovih 
krajših različic v sevih Escherichia coli. 
 Biosinteza in izolacija rekombinatnega pernizina ter njegovih krajših različic v 
zadostnih količinah za nadaljnjo karakterizacijo encimov. 
 Priprava funkcionalno zvitega pernizina s primerljivo proteolitično aktivnostjo z 
nativnim encimom. 
 Določitev aktivne domene pernizina. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Donos rekombinatnega pernizina v E. coli bo višji v primerjavi s produkcijo v A. 
pernix. 
 Rekombinantni pernizin se bo pravilno zvijal in bo imel primerljivo aktivnost kot 
nativni encim. 
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Proteinaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidnih vezi. So ubikvitarno prisotne v vseh 
oblikah življenja in so kodirane v okoli 2% genov vseh organizmov (Rawlings in sod., 2007). 
Proteinaze imajo ključno vlogo v mnogih bioloških procesih vključno z razgradnjo proteinov 
v hrani, recikliranjem proteinov v celicah, koagulacijo krvi, vnetnim odzivom, predstavitvijo 
antigenov in aktivacijo mnogih proteinov (Rawlings in sod., 2007). Glede na širok obseg 
bioloških funkcij ni presenetljiva velika raznolikost proteinaz v njihovi strukturi in katalitski 
aktivnosti (Rao in sod., 1998). Proteinaze lahko klasificiramo glede na katalitski tip in mesto 
cepitve peptidne vezi (NC-IUBMB klasifikacija). Glede na katalitski tip jih delimo na 
serinske, treoninske, aspartatne, cisteinske, glutaminske proteinaze in metaloproteinaze. 
Glede na mesto cepitve peptidne vezi proteinaze delimo na endopeptidaze in eksopeptidaze. 
V uporabi je tudi klasifikacija po molekularni strukturi in homologiji, ki je osnova za 
podatkovno bazo proteinaz MEROPS (Rawlings in sod., 2007). 
 
2.1.1 Uporaba termostabilnih proteinaz 
 
Uporaba termostabilnih proteinaz in drugih termostabilnih encimov ponuja mnoge prednosti 
v primerjavi z mezofilnimi encimi. Vodenje industrijskih procesov pri višjih temperaturah 
omogoča večjo topnost substratov, višje koncentracije substratov, manjšo viskoznost, 
manjše tveganje kontaminacij in višje reakcijske hitrosti (Vieille in Zeikus, 2001). 
Termostabilni encimi praviloma kažejo tudi večjo odpornost na kemične denaturante, kot so 
organska topila in detergenti. Za termostabilne encime je značilna tudi aktivnost v širokem 
pH območju (Turner in sod., 2007). 
 
Termostabilnost proteinaz in odpornost na detergente ter alkalne pogoje se izkorišča za 
uporabo v formulacijah pralnih in pomivalnih sredstev, kar je količinsko najpomembnejša 
aplikacija industrijskih encimov (Li in sod., 2013). Proteinaze, oksidaze, amilaze, lipaze, 
celulaze ter peroksidaze se dodajajo v detergente z namenom katalize razpada kemičnih vezi 
ob prisotnosti vode in tako odstranjujejo madeže različnih izvorov. Med proteinazami so za 
uporabo v pralnih praških najprimernejši bakterijski subtilizini, za katere je poleg 
termostabilnosti značilna tudi široka substratna specifičnost (Smith in sod., 1999). 
 
Encimski procesi s termostabilnimi proteinazami so v usnjarstvu zmanjšali uporabo nevarnih 
kemikalij in izboljšali kvaliteto usnja. Proteinaze se uporabljajo za selektivno hidrolizo ne-
kolagenih delov kože in za odstranjevanje ne-fibrilarnih proteinov (albumini in globulini) 
(Rao in sod., 1998). Razgradnja substratov bogatih s keratinom je naslednja pomembna 
industrijska aplikacija termostabilnih proteinaz. Z razgradnjo odpadnih produktov bogatih s 
keratinom (npr. perje) lahko pridobimo vir proteinov za krmo živali, hrano za akvakulturo, 
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substrat za pridobivanje bioplina ali vir dušika za rastline (Deivasigamani in Alagappan, 
2008). 
 
Termolizin je industrijsko pomembna proteinaza, ki se uporablja za sintezo dipeptidov v 
farmaciji (somastatin, vazopresin) in živilstvu (aspartam). Ob ustreznih kinetično 
kontroliranih pogojih (okolje brez dostopne vode za reakcijo hidrolize) se visoka 
specifičnost in stereospecifičnost optimiziranega termolizina izkorišča za sintezo peptidov, 
ki ima mnoge prednosti pred kemično sintezo (Mótyan in sod., 2013).  
 
Proteinaze imajo široko uporabo za raziskovalne namene na vseh področjih znanosti o 
življenju. Uporabljajo se za selektivno proteolizo (npr. procesiranje fuzijskih proteinov), 
fragmentacijo pri sekvenciranju proteinov, sintezo peptidov pri delu s celičnimi kulturami 
in za odstranjevanje proteinov v postopkih čiščenja nukleinskih kislin (Rawlings in sod., 
2007). Že omenjena razgradnja infektivnih prionskih proteinov s termostabilnimi 
proteinazami je zanimiva za aplikacije v medicini. 
 
2.1.2 Industrijska proizvodnja termostabilnih proteinaz 
 
Za komercialno uporabo encimov sta ključna optimizacija encimov s proteinskim 
inženiringom ter učinkovita in poceni proizvodnja v industrijskem merilu. Večino 
proizvodnje encimov poteka rekombinantno v mezofilnih produkcijskih organizmih, kot so 
predstavniki rodu Bacillus, sevi Escherichia coli, Saccharomyces cervisae, Pichia pastoris, 
Aspergillus oryzae in Trichoderma reesei (Turner in sod., 2007). Veliko industrijsko 
pomembnih proteinaz je izoliranih iz bakterij Bacillus sp., ki so tudi glavni produkcijski 
organizmi encimov, predvsem zaradi njihovega dobrega naravnega sekretornega sistema 
proteinov (Singh in sod., 2016). 
 
Encimi, izolirani iz narave najpogosteje niso primerni za komercialne aplikacije, ki pogosto 
zahtevajo ohranjanje aktivnosti encimov v ostrih nefizioloških pogojih in visoko 
specifičnost. Proteinazam in drugim encimom s proteinskim inženiringom izboljšujemo 
termostabilnost, temperaturni optimum, pH optimum, toleranco na organska topila, 
substratno specifičnost, stereoselektivnost, potrebe po kofaktorjih in druge lastnosti 
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2.2.1 Struktura in procesiranje pernizina 
 
Na podlagi homologije aminokislinskih zaporedij pernizin sodi med serinske metalo 
proteinaze, natančneje v razred S8 subtilizinu podobnih proteinaz (Šnajder, 2013). Za razred 
S8 je značilen evolucijsko ohranjen položaj katalitične triade (Asp, Ser, His) v 
tridimenzionalnem prostoru in široka specifičnost do substratov s preferenco do hidrofobnih 
aminokislin (Uehara in sod., 2016). Določitev razvrstitve pernizina po katalitičnem tipu je 
bila potrjena tudi s poskusi s specifičnimi inhibitorji značilnimi za metalo (EDTA, EGTA) 
in serinske proteinaze (PMSF) (Šnajder in sod., 2012). Za subtilizinu podobne proteinaze je 
značilna modulacija s Ca2+ ioni, katerih vezava lahko poveča stabilnost proteina in vpliva na 
encimsko aktivnost (Pulido in sod., 2006). Vezava Ca2+ zmanjšuje prožnost polipeptidne 
verige in s tem preprečuje razvijanje in denaturacijo proteina (Smith in sod., 1999). Vpliv 
Ca2+ na stabilnost in aktivnost encima je bil pokazan tudi pri pernizinu (Catara in sod., 2003, 
Šnajder in sod., 2015;). 
 
Gen za pernizin je dolg 1293 baznih parov (EMBL: BAA79718.2). Njegov produkt je 
preproencim dolg 430 aminokislinskih ostankov (AKO) (UniProtKB: Q9YFI3). Za 
subtilizinu podobne proteinaze je značilno, da se sintetizirajo kot nezreli prekuzorji (t.i. 
preprosubtilizini) s signalnim zaporedjem (preregija) ter proregijo vezano na N-terminalnem 
koncu encima. Signalno zaporedje usmerja izločanje encima preko celične membrane v 
zunajcelični prostor. Proregija pri nekaterih encimih deluje kot intra-molekularni šaperon pri 
zvijanju encima (Chen in Inouye, 2008; Tanaka in sod., 2008). Za proregijo je pogosto 
značilno tudi, da inhibira aktivnost subtilizinu podobnih proteinaz, predvidoma z 
omejevanjem dostopnosti aktivnega mesta encima (Sacco in sod., 2013; Kannan in sod., 
2001). Za aktivacijo encimske aktivnosti subtilaz je potrebna avtokatalitična odcepitev 
proregije, ki jo imenujemo procesiranje oz. zorenje encima. Nujnost avtokatalitičnega 
odcepa proregije za encimsko aktivnost je bila dokazana tudi za pernizin, medtem ko 
šaperonska vloga proregije še ni bila potrjena (Šnajder in sod., 2015). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz predvidene primarne strukture pernizina. Signalno zaporedje (1-23 AKO), proregija 
(24-93 AKO), zrel pernizin (94-430 AKO) (Šnajder, 2013: 4). 
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Pernizinu najbolj sorodna proteinaza glede na homologijo aminokislinskih (AK) zaporedij 
je zelo dobro preučen Tk-subtilizin iz Thermococcus kodakarensis. Poravnava AK zaporedij 
pernizina in Tk-subtilizina kaže 51,7% identičnost njunih zaporedij (Šnajder, 2013). Z 
bioinformacijskim orodjem SignaIP 3.0 je bilo predvideno 24 AKO dolgo signalno 
zaporedje pernizina. Na podlagi poravnave s Tk-subtilizinom je bila predvidena tudi 
proregija (24-94 AKO) s cepitvenim mestom med 94 in 95 AKO (Šnajder in sod., 2012). 
Kasnejša analiza N- in C-terminalnih koncev procesiranega in neprocesiranega pernizina s 
tandemsko masno spektrometrijo pa nakazuje na cepitveno mesto proregije med 92 in 93 
AKO (Šnajder in sod., 2015). Omenjene napovedi strukture preproencima pernizina so v 
skladu z rezultati NaDS-PAGE analiz, kjer je bil pernizin opažen na mestih s predvideno 
molekulsko maso ~45 kDa (encim s proregijo) ter pri ~34 kDa (encim brez proregije) 
(Šnajder in sod., 2012; Catara in sod. 2003). Proteolitična aktivnost s cimografijo je bila 
opažena le pri procesiranem pernizinu (~34 kDa). S cimografijo je bila zaznana tudi manjša 
encimsko aktivna oblika pernizina pri ~27 kDa, ki bi lahko bila posledica nadaljnje 
avtokatalitične cepitve, zaradi visokih koncentracij encima v vzorcih (Šnajder in sod., 2012; 
Catara in sod. 2003). 
 
 
Slika 2: Predvidena 3D struktura modela pernizina pridobljena s homolognim modeliranjem in prikazana s 
programom VMD (Humphrey in sod., 1996). Prikazan je neprocesiran pernizin s predvideno proregijo 
označeno z oranžno barvo. V črnem okvirju je približana katalitična triada (Ser355, Asp128, His174). 
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Z uporabo cirkularnega dikroizma (CD) in algoritma CONTIN je bila za neprocesiran 
rekombinantni pernizin določena sestava sekundarne strukture 30 % α-vijačnice in 56 % β-
strukture. Za procesiran pernizin z Mr ~23 kDa je bila določena sestava 4 % α-vijačnice in 
86 % β- strukture (Šnajder, 2013). 
 
2.2.2 Biokemijske in fizikalne lastnosti  
 
Z dosedanjim raziskovalnim delom je bil pernizin biokemijsko in fizikalno okarakteriziran 
v nativni (izoliran iz A. pernix) kot tudi v rekombinantni obliki sintetizirani v E. coli. 
Encimska aktivnost pernizina pod različnimi pogoji je bila kvantitativno spremljana s testi 
na podlagi azokazeinskega substrata. Nativni pernizin je proteolititično aktiven v 
temperaturnem območju od 60 °C do 99 °C, pH območju od 3,5 do 8,0 ter koncentraciji 
NaCl od 0 mM do 500 mM. Optimum encimske aktivnosti je okoli 85 °C in pH 7,0 (slika 
3). Prisotnost 1 mM CaCl2 občutno poviša proteolitično aktivnost na azokazein in premakne 
optimum aktivnosti do temperature 105 °C in pH 6,5 (Šnajder in sod., 2012). 
 
 
Slika 3: Vpliv temperature in pH na encimsko aktivnost nativnega pernizina določen z azokazeinskimi testi. S 
sivo črtkano črto je prikazana relativna encimska aktivnost ob prisotnosti 1 mM CaCl2, s črno je označena 
aktivnost ob odsotnosti CaCl2. A: Vpliv temperature je bil spremljan v 50 mM Tris/HCl pri pH 8. B: Vpliv pH 
v 50 mM glicin/HCl za pH 2 do 5, 50 mM HEPES za pH 6 do 8 ter v 50 mM glicin/NaOH za pH 9 do 11, pri 
92 °C. Proteolitične reakcije so potekale 20 min. Prirejeno po Šnajder in sod. (2012). 
 
Rekombinantni pernizin iz E. coli ima primerljivo encimsko aktivnost na azokazein z 
nativnim encimom. V prisotnosti 1 mM CaCl2 ima rekombinantni pernizin optimum 
encimske aktivnosti pri okoli 100 °C in pH 7,0 (Šnajder in sod., 2015).  
Preučevan je bil tudi vpliv proteinaznih inhibitorjev in različnih denaturantov na aktivnost 
in stabilnost encima. Encim ohranja aktivnost ob prisotnosti nekaterih pogostih denaturantov 
(GvHCl, urea) in reducentov (DTT, 2-merkaptoetanol). Pričakovano EDTA, EGTA in 
PMSF inhibirajo encimsko aktivnost, kar potrjuje, da je pernizin serinska metaloproteinaza 
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(Catara in sod., 2003; Šnajder in sod., 2015). Pernizin ima široko specifičnost cepitve 
peptidne vezi. Pokazana je bila tudi možnost modulacije substratne specifičnosti z regulacijo 
reakcijskih pogojev (temperatura, prisotnost organskih topil, razmerje substrat/encima), kar 
je zanimivo za nekatere biotehnološke aplikacije (Palmieri in sod., 2005). 
 
S spektrometričnimi metodami (UV-spektrometrija, fluorescenčna emisija in CD-
spektrometrija) je bila preučena konformacijska stabilnost nativnega in rekombinantnega 
pernizina. Sekundarna in terciarna struktura zrele oblike nativnega pernizina sta termično 
stabilni. Konformacijske spremembe, ki nakazujejo na začetek temperaturne denaturacije so 
bile opažene pri temperaturah nad 90 °C. Pridobljena rekombinantna oblika pernizina je bila 
termično manj stabilna od nativne. Začetek temperaturne denaturacije terciarne strukture 
rekombinantnega pernizna je bil določen pri temperaturah nad 55° C (Šnajder, 2013). 
 
2.2.3 Rekombinantna produkcija 
 
S produkcijo nativnega pernizina s termofilnim bioprocesom z A. pernix ni možno cenovno 
učinkovito pridobivati zadostnih količin encima za študije biokemijske karakterizacije 
encima in razvoj komercialnih aplikacij. Catara in sod. (2003) so izražali rekombinantni 
pernizin brez signalnega zaporedja v E. coli BL21 s pripravo ekspresijskega vektorja pGEX 
z dodanim fuzijskim proteinom glutation-S-transferazo (GST). O uspešnosti izražanja so 
sklepali le posredno na podlagi razpadnih produktov pernizina zaznanih z NaDS - PAGE.  
 
V okviru doktorskega dela je bila za izražanje pernizina pripravljena in preizkušena množica 
ekspresijskih sistemov bakterije E. coli (Šnajder, 2013). Uspešna prekomerna sinteza 
rekombinantnega pernizina v ekspresijskih sistemih E. coli BL21 s plazmidi pMCSGx je 
bila dosežena s kodonsko optimizacijo genskega zapisa za pernizin (pernizinCOE). S 
kodonsko optimizacijo so bili zamenjani redki kodoni za translacijo v E. coli ter izboljšana 
stabilnost mRNA, medtem ko je prevedeno aminokislinsko zaporedje ostalo nespremenjeno. 
Z optimizacijo izražanja ter postopka izolacije z gelsko filtracijo in Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo so pridobili okoli 3 mg encima na 1 L kulture. Prisotnost rekombinantnega 
pernizina je bila med drugim potrjena tudi s tandemsko masno spektrometrijo. Preizkušeno 
je bilo tudi izražanje pernizina s fuzijskimi vključki GST in maltoza vezavnim proteinom 
(MBP) na N-koncu, ki se uporabljajo za izboljšanje sinteze in topnosti proteinov, vendar 
ugoden vpliv ni bil opažen (Šnajder, 2013 ; Šnajder in sod., 2015).   
 
Za sintezo pernizina so bili pripravljeni tudi ekspresijski sistemi z manj uveljavljenima 
gostiteljskima organizmoma Streptomyces rimosus in Streptomyces lividans, ki sta zanimiva 
za produkcijo encimov, predvsem zaradi dobrega izločanja proteinov v gojišče. V 
ekpresijskem sistemu S. rimosus z vektorjem pVM s vključkom za kodonsko optimiziran 
pernizin so uspešno pridobili encim, ki so ga detektirali z imunodetekcijo ter potrdili 
proteolitično aktivnost s cimografijo (Šnajder, 2013). 
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2.3 ARHEJE IN Aeropyrum pernix  
 
Arheje na podlagi 16S rRNA filogenije od leta 1990 uvrščamo v samostojno domeno 
življenja (Woese in sod., 1990). Po morfologiji, velikosti in celični organizaciji (brez 
organelov) so arheje podobne bakterijam. Po nekaterih drugih lastnostih, kot je sistem 
transkripcije in translacije pa so arheje bolj sorodne evkariontom (Forterre in sod., 2002). 
Arheje pogosto naseljujejo ekološke niše z ekstremnimi pogoji (visoka temperatura, slanost, 
tlak, ekstremen pH). Hipertermofili so mikroorganizmi, ki rastejo optimalno pri 
temperaturah nad 80 °C (Atomi, 2005). Predstavnike hipertermofilov najdemo samo med 
arhejami in med rodovi bakterij Thermotogales in Aquificales (Egorova in Antranikian, 
2005). Življenje v ekstremnih pogojih omogočajo na pogoje prilagojene biološke 
makromolekule. Poznanih je nekaj mehanizmov, ki omogočajo stabilnost DNA pri 
hipertermofilih. Najpomembnejši so encimi DNA reverzne giraze, ki povzročajo nastanek 
dodatno zvite DNA (ang. »supercoils«), kar zvišuje temperaturo tališča DNA (temperatura 
prehoda iz dvojne vijačnice v enojni verigi) (Manaka, 2011). Citoplazemska membrana arhej 
je sestavljena iz enega sloja iz izoprenoidnih lipidov, povezanih z glicerolom in drugimi 
povezavami ter je stabilnejša od bakterijske fosfolipidne dvoslojne membrane (de Miguel 
Bouzas in sod., 2006). Mehanizmi termostabilnosti proteinov so podrobno opisani v 
poglavju 2.4. 
 
2.3.1 Aeropyrum pernix K1 
 
Aeropyrum pernix je hipertermofilna arheja, ki so jo izolirali leta 1993 iz morske vode ob 
žveplenem vrelcu ob Japonskem otoku Kodakara-Jima (Sako in sod., 1996). Na podlagi 16S 
rRNA filogenije A. pernix uvrščamo v kraljestvo Crenarchaeota ter red Desulforococcales. 
Gre za prvi odkrit obligatorno aeroben hipertermofilni organizem. Aerobni metabolizem te 
arheje je izredno zanimiv, zaradi nizke topnosti kisika pri visokih temperaturah in prisotnosti 
reducirajočih plinov v njenem habitatu (Sako in sod., 1996).  
 
Organizem raste v temperaturnem območju med 70 °C in 100 °C. V laboratorijskih pogojih 
so bili določeni optimalni pogoji gojenja pri temperaturi 90 - 95 °C, pH 7,0 in 3,5 % slanosti. 
V optimalnih pogojih rasti v optimiziranim gojišču čas podvajanja znaša okoli 200 minut 
(Milek in sod., 2005). Je heterotrofni organizem, ki uspešno raste na kompleksnih substratih 
kot so tripton, kvasni ekstrakt in triptikazni pepton (Sako in sod., 1996).  
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Slika 4: Celice A. pernix posnete z elektronsko presevno mikroskopijo. Črtica predstavlja dolžino 2 µm (Sako 
in sod., 1996). 
 
Celice so sferične oblike z ostrimi robovi in velikosti 0,8 – 1,0 µm in so obdane z edinstveno 
~25 nm debelo ovojnico. Celična membrana A. pernix je sestavljena iz 2,3-di-sesterpanil-
sn-glicerol etrskih lipidov ter polarnih komponent fosfoglikolipidov in fosfolipidov (Ota in 
sod., 2012).  
 
Genom A. pernix je bil sekvenciran in javno objavljen že leta 1999. V genomu z relativno 
majhno velikostjo (1,669 kilo baznih parov) je bilo zaznanih 2,694 potencialnih genov 
(Kawarabayasi in sod., 1999). 
 
2.4 MOLEKULARNI MEHANIZMI TERMOSTABILNOSTI ENCIMOV 
 
Encim je definiran kot termostabilen, ko je njegova temperatura denaturacije višja kot 55 °C 
(Turner in sod., 2007). Termostabilnost encima zajema termodinamsko in kinetično 
stabilnost. Termodinamska stabilnost je definirana s stabilizacijsko prosto entalpijo (∆Gstab), 
medtem ko je termična stabilnost definirana s temperaturo denaturacije (razvijanja) (Tm) 
proteina. Kinetična stabilnost encima je pogosto izražena kot njegova razpolovna doba (t1/2) 
pri definirani temperaturi (Vieille in Zeikus, 2001).  
 
Primerjave homolognih encimov hipertermofilov in mezofilov so pokazale veliko podobnost 
v aminokislinskih zaporedjih (do 85 % homologija), visoko skladnost 3-dimenzionalnih 
struktur in identične katalitske mehanizme. Termostabilnost encimov v večini primerov 
izhaja iz lastnosti encima. K stabilnosti nekaterih znotrajceličnih encimov pa pripomorejo 
tudi drugi dejavniki, kot so prisotnost soli, visoke koncentracije proteinov, koencimi, 
aktivatorji in stabilizatorji (Vieille in Zeikus, 2001). Dokaz, da je termostabilnost v večini 
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primerov inherentna lastnost encima, je uspešno izražanje in ohranitev termostabilnosti 
encimov v mezofilnih gostiteljih (Li in sod., 2005; Vieille in Zeikus, 2001; Šnajder in sod. 
2015). 
 
Glede na kompleksnost strukture proteinov ni presenetljivo, da ni znan univerzalni 
mehanizem stabilizacije proteinov, ki bi bil odgovoren za termostabilnost. Termostabilnost 
proteinov izvira iz kombinacije mnogih strukturnih modifikacij zaradi zamenjav nekaterih 
aminokislin in modulacije stabilizirajočih intermolekularnih sil (Li in sod., 2005). Dejavniki, 
ki prispevajo k termostabilnosti, so dodatne intermolekularne interakcije (vodikove vezi, 
disulfidne vezi, hidrofobne interakcije, elektrostatske interakcije, aromatske interakcije) in 
boljša konformacijska struktura (večja rigidnost, kompaktno zvitje, zmanjšana entropija 
razvijanja) (Li in sod., 2005). Nekovalentne intermolekularne interakcije predstavljajo 
najpomembnejše stabilizirajoče sile v proteinu (Perl in Schmid, 2002). Povečano število teh 
stabilizirajočih interakcij torej na splošno povečuje termostabilnost encimov. 
 
Kompaktnejše zvitje encimov je konformacijsko strukturna lastnost, ki na splošno povečuje 
njihovo termostabilnost. Kompaktnost encima se povečuje s krajšanjem zank (sekundarna 
struktura), z večjim usmerjanjem stranskih verig v notranjost in zmanjševanjem praznin v 
strukturi encima (Li in sod., 2005). 
 
2.5 PRODUKCIJA PROTEINOV V BAKTERIJI E. coli 
 
Bakterija E. coli je po Gramu negativna, fakultativno anaerobna bakterija, ki kolonizira 
prebavni trakt toplokrvnih živali (Terpe, 2006). E. coli je eden izmed najbolj preučenih 
modelnih organizmov in najpogosteje uporabljen gostiteljski organizem za produkcijo 
rekombinantnih proteinov (RP) na raziskovalnem kot tudi industrijskem nivoju. Zaradi 
dobrega poznavanja in primernosti fiziologije in genetike so genetske manipulacije 
enostavne, hitre in cenovno ugodne. Na voljo je veliko število ekspresijskih vektorjev in 
industrijskih sevov E. coli, kar omogoča izbiro optimalnega ekspresijskega sistema za 
specifičen protein (Wyre, 2014). Najpogosteje uporabljena seva za sintezo proteinov sta seva 
BL21 in K12 in njune izpeljanke (Terpe, 2006).  
 
Poglavitne prednosti produkcije proteinov v E. coli so hitra rast (čas podvajanja v optimalnih 
pogojih je 20 min) ter zmožnost rasti v visoki celični gostoti z uporabo cenovno ugodnih 
gojišč in tehnologij gojenja. Poglavitne slabosti E. coli kot sistema za heterologno 
produkcijo proteinov so nezmožnost post-translacijskih modifikacij ter napačna raba 
kodonov pri sintezi sesalskih ali arhejskih proteinov. Omejitve so tudi prisotnost toksičnih 
lipopolisaharidov in pogoste težave z netopnostjo ter nepravilnim zvijanjem nekaterih 
proteinov, kar lahko povzroči agregacijo RP v inkluzijska telesca (Rosano in Ceccarelli, 
2014). V delu Rosano in Ceccarelli (2014) je pripravljen obsežen pregled napredkov in 
rešitev na področju produkcije RP v E. coli. 
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2.5.1 Ekspresijski sistemi bakterije E. coli 
 
Bakterijski ekspresijski sistem je kombinacija gostiteljskega seva in plazmidnih vektorjev, 
ki omogoča sintezo ciljnega proteina. Poglavitna lastnost ekspresijskih sistemov je 
regulacija izražanja RP, ki z uporabo inducibilnih promotorjev omogoča razdelitev 
bioprocesa sinteze proteina na fazo pomnoževanja celične biomase in fazo izražanja RP. 
Najpogosteje uporabljeni so ekspresijski sistemi, ki temeljijo na uporabi fagne RNA-
polimeraze T7, ki je zmožna do okoli petkrat hitrejše translacije DNA kot endogene RNA-
polimeraze (Studier in Moffat, 1986). Genetski zapis za RNA-polimerazo T7 je vstavljen v 
bakterijski kromosom v lokusu DE3 in je najpogosteje pod kontrolo izopropil ẞ-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG) inducibilnega promotorja (npr. lacUV5) (Overton, 2014). V 
kombinaciji s takšnim ekspresijskim sevom (najpogosteje BL21(DE3)) se uporabljajo 
plazmidni vektorji pET, kjer je tarčni gen pod kontrolo T7 promotorja do katerega imajo 
endogene polimeraze zelo nizko afiniteto. Kadar je potrebno še tesnejše uravnavanje 
izražanja (toksičnost proteina) je možna uporaba dodatnih plazmidov (pLysE in pLysS), ki 
nosijo zapis za T7 lizocim, ki je naravni inhibitor RNA-polimeraze T7 (Overton, 2014). 
Mehanizem regulacije izražanja pET sistema, kakršen je bil uporabljen tudi za sintezo 
encimov za naše raziskave je prikazan na spodnji shemi. 
 
 
Slika 5: Shematska ponazoritev mehanizmov uravnavanja prepisa genov za rekombinantne proteine s 
sistemom pET. Gen za RNA-polimerazo T7 je vstavljen v kromosom pod kontrolo promotorja lac, torej do 
sinteze polimeraze pride po dodatku IPTG. Za dodatno zaviranje transkripcije polimeraze je v sev vstavljen 
plazmid pLysS ali E, ki kodira lizocim T7, ki inaktivira preostalo RNA-polimerazo T7, ki se sintetizira brez 
indukcije (prirejeno po Primrose in Twyman, 2006). 
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Komercialni plazmidni vektorji poleg elementov za regulacijo izražanja (promotor, operator, 
terminator) vsebujejo tudi zapise za selekcijske označevalce (največkrat odpornost proti 
antibiotiku), mesto ORI (ang. »origin of replication«) in različne funkcionalne vključke z 
zapisi za fuzijske peptide. Nukleotidna zaporedja z zapisi za funkcionalne peptidne vključke 
so pripeta neposredno na rekombinantni gen na N ali C-terminalnem koncu. Peptidni 
vključki se uporabljajo za lažje čiščenje proteina (npr. His afinitetne značke), optimizacijo 
topnosti in zvijanja RP in usmerjanje v različne celične predele (lokalizacija akumulacije) 
(Overton, 2014). 
2.5.2 Lokalizacija akumulacije rekombinantnih proteinov 
 
Lokalizacija akumulacije sintetiziranih rekombinantnih proteinov v E. coli je možna v 
citoplazmi ali periplazmi. Kljub slabši nativni sekreciji proteinov v zunajcelični prostor so 
na voljo tudi ekspresijski sistemi, ki omogočajo uspešno sekrecijo v gojišče (Mergulhão in 
sod., 2005). Akumulacija v citoplazmi je najpogosteje uporabljena strategije produkcije RP 
v E. coli, saj omogoča uporabo preprostih ekspresijskih sistemov in najvišji donos 
(Schumann in Ferreira, 2004). Vendar ima akumulacija v citoplazmi lahko tudi nekatere 
slabosti in ni primerna strategija za produkcijo vseh RP. Lokalizacija v periplazmi v 
primerjavi s citoplazmo nudi ugodnejše (oksidirajoče) okolje za tvorbo disulfidnih vezi, 
nižjo proteolitično aktivnost (večja stabilnost RP) ter višjo verjetnost cepitve signalnih 
peptidov RP in s tem pravilno avtentičnost N-terminalnega konca (Mergulhão in sod., 2005). 
 
Usmerjanje RP v periplazmo je ugodno tudi iz vidika izolacije proteinov, ker ni potrebe po 
razbitju celic, ki je energetsko intenziven proces in rezultira v kompleksni mešanici celičnih 
komponent za postopke čiščenja (Overton, 2014). Periplazma vsebuje manj kot 5 % vseh 
celičnih proteinov ter praviloma ne vsebuje nukleinskih kislin, lipidov, endotoksinov in 
drugih nečistoč, ki jih je potrebno odstraniti v postopkih čiščenja RP (Mergulhão in sod., 
2005). Donos (količina) pridobljenega RP je sicer pri akumulaciji v periplazmi praviloma 
precej nižji v primerjavi z izolacijo iz citoplazme. Translokacija v periplazmo se 
najpogosteje doseže s pripravo ekspresijskih vektorjev, ki omogočajo fuzijo s signalnim 
zaporedjem na N-terminalnem koncu, ki usmerja RP na proteinski translokacijski sistem Sec 
(Overton, 2014). Polipeptidna veriga čez transportni sistem Sec prehaja v razvitem stanju, 
kar lahko preprečuje translokacijo proteinov, ki so v citoplazmi zviti v stabilni konformaciji 
(Mergulha in sod., 2005).  
 
2.6 BIOKEMIJSKA IN BIOFIZIKALNA KARAKTERIZACIJA PROTEINAZ 
 
Karakterizacija proteinov zajema množico eksperimentalnih metod, ki omogočajo 
karakterizacijo strukturnih in funkcionalnih lastnosti proteinov. Pri proteinazah in drugih 
encimih so pomembne metode za preučevanje encimske aktivnosti. Cimografija je 
enostavna metoda za kvalitativno zaznavanje proteolitične aktivnosti encimov, ki jih 
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predhodno ločimo po molekulski masi. Največkrat metoda bazira na poliakrilamidni gelski 
elektroforezi v prisotnosti NaDS (NaDS - PAGE), kjer je v matriksu poliakrilamidnega gela 
kopolimiziran substrat za detekcijo proteolitične aktivnosti. Najpogosteje uporabljeni 
substrati so kazein, gelatin in fibrin (Wilkesman in Kurz, 2009). Za preprosto kvantitativno 
spremljanje nespecifične proteolitične aktivnosti se uporablja azokazeinski test (Charney in 
Tomarelli, 1947). Azokazein je derivat naravnega proteina kazeina pri katerem so stranske 
verige tirozina in histidina povezane s sulfanilamidom, ki ob proteolitični razgradnji daje 
rumeno barvo (Côlho in sod., 2016). Specifičnost proteolitične aktivnosti lahko spremljamo 
z različnimi kromogenimi  substrati (Foophow in sod., 2010). 
 
Aktivnost encimov je v tesni povezavi s konformacijsko stabilnostjo sekundarne in terciarne 
strukture. Visoka temperatura in različni kemični denaturanti lahko povzročijo 
destabilizacijo intermolekularnih vezi, kar vodi v konformacijske spremembe in posledično 
izgubo encimske aktivnosti. Vpliv različnih dejavnikov na  konformacijske spremembe 
lahko spremljamo z uporabo cirkularnega dikroizma (CD), fluorescenčne emisijske 
spektrometrije, UV-spektrometrije in diferenčne dinamične kalorimetrije (DSC) (Poklar in 
sod., 1999; Greenfield, 2006). V nadaljevanju so opisane osnove metod, ki smo jih uporabili 
v okviru magistrskega dela. 
 
2.6.1 Cirkularni dikroizem (CD) 
 
Pojav, da snov levo- in desnokrožno polarizirane svetlobe ne absorbira enako, imenujemo 
cirkularni dikroizem (CD). Metoda cirkularnega dikroizema (CD) je uporabna za hiter 
vpogled v sekundarno strukturo in stanje zvitja proteinov (Kelly in sod., 2005). 
 
Pri merjenju spektrov v daljnem UV-območju (170-250 nm) prevladujejo prispevki amidov 
v polipeptidni verigi. Posledica tega so specifični CD-spektri posameznih sekundarnih 
struktur proteinov, katerih vsebnost lahko kvantitativno ocenimo s pomočjo algoritmov, kot 
je CONTIN (Provencher, 1982). V primeru razvite, neurejene strukture proteina ni 
intenzitete signala CD, medtem ko zvita, urejena struktura rezultira v CD spektrih s 
pozitivnimi in negativnimi signali. Za α-vijačnico sta značilna minimuma pri 208 nm in 222 
nm, medtem ko je za β-strukturo značilen minimum v območju 220 nm (Greenfield, 2009). 
Kvantitativne ocene sestave sekundarne strukture lahko potrdimo in primerjamo rentgenska 
kristalografijo in NMR spektroskopijo (Kelly in sod., 2005). 
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Slika 6: Značilni CD spektri posameznih sekundarnih struktur proteinov v daljnem UV območju. 1: alfa 
vijačnica; 2: beta ploskev; 3: neurejena struktura (Kelly in sod., 2005). 
Z merjenjem CD-spektrov lahko spremljamo tudi vpliv temperature, denaturantov in 
vezavnih interakcij na strukturo proteinov. Primerjamo lahko spektre dveh proteinov (npr. 
divji tip in mutanta encima) ali CD-spektre enega proteina pri različnih pogojih (npr. 
spremembe ob višanju temperature). Koristna je tudi uporaba za hitro preverjanje ustreznosti 
zvitja novo izoliranega, sicer poznanega in predhodno okarakteriziranega proteina. Z 
meritvami v bližnjem UV območju (>250 nm), kjer prevladujejo prispevki aromatskih 
aminokislin in disulfidnih vezi je mogoče pridobiti informacije o terciarni strukturi encimov 
(Greenfield, 2006). 
 
2.6.2 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Fluorescenca je emisija svetlobe, ki jo sprosti molekula za tem, ko absorbira svetlobo ali 
drugo elektromagnetno valovanje. Za pojav fluorescence je značilno, da je energija oddane 
svetlobe manjša od energije absorbirane svetlobe, posledično se maksimumi spektra 
pomaknejo k višjim valovnim dolžinam (Lakowicz, 1999).  
 
Za študije konformacijskih sprememb proteinov lahko izkoriščamo intrinzično fluorescenco 
aromatskih AKO triptofana in tirozina, ki fluorescirajo po ekscitaciji z vzbujevalno svetlobo 
valovne dolžine 280 nm (Royer, 2006). Fluorescenca je odvisna od okolja v katerem se 
nahajajo fluorescirajoče molekule. Triptofanski in tirozinski ostanki so praviloma v 
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notranjih hidrofobnih predelih zvitih proteinov (nepolarno okolje). V takšnem nepolarnem 
okolju (notranjost zvitega proteina) imata triptofan in tirozin visoko intenziteto flourescence. 
Ob delnem ali popolnem porušenju terciarne strukture so ti aromatski AKO izpostavljeni 
topilu (polarno okolje), kar privede do znižanja intenzitete fluorescence (rdeči premik). Z 
merjenjem intrinzične fluorescence aromatskih aminokislin lahko pridobimo informacije o 
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3.1.1 Kemikalije in raztopine 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in raztopin. 
Kemikalija ali raztopina Proizvajalec 
Nanašalni pufer za AGE (5x) Thermo Scientific™ 
Nanašalni pufer Laemmli za NaDS - PAGE (4x) Bio-Rad 
SYBR®Safe barvilo za detekcijo DNA Thermo Scientific™ 
Pufer GC (5x) NEB 
Pufer SspI (10x) NEB 
dNTP mešanica (10 mM) Gene ON 
Imidazol Sigma-Aldrich 
PMSF Sigma-Aldrich 








Preglednica 2: Seznam in sestava uporabljenih pufrov. 
Pufer Sestava 
pufer za lizo  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0 
pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0 
pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0 
pufer TS 100 mM Tris, 25 % (w/v) saharoza, pH 9,0 
pufer za dializo 10 mM Tris, pH 8,0 
pufer za NaDS - PAGE (10x) NaDS, Tris, glicin 
pufer TBE (0,5x) Tris, borat, EDTA 
pufer za shranjevanje začetnih 
oligonukleotidov 
10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 
pufer TB 10 mM HEPES, 55 mM MnCl24H20, 15 mM CaCl22H20, 250 mM 
KCl, pH 6,7 
pufer HEPES 10 mM HEPES, pH 8,0 
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Preglednica 3: Seznam uporabljenih kompletov kemikalij. 
Komplet   Proizvajalec 
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit Sigma-Aldrich 
GenElute™ PCR Clean-Up Kit Sigma-Aldrich 
 
Preglednica 4: Uporabljeni encimi za pripravo vektorskih konstruktov. 
Encimi Restrikcijsko mesto Proizvajalec 
XhoI 5'-G•TCGAG-3'C  Thermo Scientific™ 
EcoRI 5'-G•AATTC-3'C Thermo Scientific™ 
SspI 5'-AAT•ATT-3'C NEB 
Ligaza T4   / Thermo Scientific™ 
DNA-polimeraza T4 / Thermo Scientific™ 
DNA-polimeraza »Phusion« / NEB 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema in naprave 
 
Preglednica 5: Seznam pomembnejše laboratorijske opreme in naprav. 
Oprema Proizvajalec 
Centrifuga: Rotonda 460-R Hettich 
Centrifuga: Centric 2000 Tehtnica 
Inkubator: VRVI-403 Tehtnica 
Čitalec mikrotitrskih plošč: Tecan Safire 2  Tecan Group 
Sonikator: VCX 750  Sonics 
PCR naprava: GeneAmp PCR System 2700 (Applied 
Biosystems) 
Applied Biosystems 
Naprava za slikanje gelov: G-BOX Syngene 
Magnetno mešalo z grelom: RTC basic IKAMAG® IKA 
Elektroforezni sistem: Mini-PROTEAN Tetra Cell in električni 
napajalnik PowerPac 
Bio-Rad 
Vodna kopel: WB-30 STE Kambič 
Spektrofotometer: Eppendorf BioPhotometer® D30 Eppendorf 
CD-spektrometer: JASCO J-1500 JASCO 
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3.1.3 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 6: Uporabljeni bakterijski sevi. 
Sev Genotipske lastnosti 
BL21(DE3)pLysE  F- ompT, gal, dcm, lon, hsdSB(rB- mB-), λ(DE3), pLysE (CamR) 
BL21(DE3) F- ompT, gal, dcm, lon, hsdSB(rB- mB-), λ(DE3) 
JM107 endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relA1, λ-, Δ(lac-proAB), [F' traD36, 
proAB, lacIqZΔM15] 
 
3.2 METODE DELA 
3.2.1 Priprava vektorskih konstruktov 
3.2.1.1 Pomnoževanje zapisov za rekombinantne encime 
 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pomnožili zapise za različice pernizina iz 
predhodno pripravljenega vektorja pMCSG7 s vključenim zaporedjem za kodonsko 
optimiziran pernizin za izražanje v E. coli (Šnajder, 2013). Na podlagi predvidene 
nukleotidnega zaporedja pernizina (slika 1) smo načrtovali 8 začetnih oligonukleotidov 
(preglednica 7) s katerimi smo pomnožili zapise za 6 rekombinantnih encimov. Sintezo 
oligonukleotidov smo naročili pri podjetju Sigma-Aldrich in jih pripravili za shranjevanje in 
uporabo s centrifugiranjem na 10000 rpm za 2 min ter redčili do končne koncentracije 100 
µM v pufru za shranjevanje (preglednica 2). 
Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi. 







F-PernEco26_(pMC) 5’-tacttccaatccaatgccgcagcagctggtgctagcaccgtg-3’ Prn26N-His pMCSG7 
F-PernEco94_(pMC) 5’-tacttccaatccaatgccgcagcagccaaaccgccatgggc-3’ Prn94N-His pMCSG7 
R-PernEco_(pMC) 5’-ttatccacttccaatgttaactggagacagccgtttggacag-3’ Zgornji 
trije 
pMCSG7 
F-PernEco1_(pMD) 5’-gagcggaattccggtacgaaaatcgccgctatcgc-3’ Prn1C-His pMD204 
F-PernEco26_(pMD) 5’-gagcggaattccgctggtgctagcaccgtg-3’ Prn26C-His pMD204 
F-PernEco92_(pMD) 5’-gagcggaattccgctatggccaaaccgcca-3’ Prn92C-His pMD204 
R-PernEco_(pMD) 5’-gagcgctcgagccactggagacagccgtttggacag-3’ Zgornji 
trije 
pMD204 
* F - smerni začetni oligonukleotid; R - protismerni začetni oligonukleotid 
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V PCR reakcijski mešanici (preglednica 8) smo uporabili DNA-polimerazo Phusion (5 U 
uL-1). Temperaturni profil poteka stopenj PCR v napravi GeneAmp PCR System 2700 je 
podan v preglednici 9. 
 
Preglednica 8: Sestava reakcijskih mešanic za PCR. 
Komponenta mešanice Volumen (L) 
Pufer GC (5x) 2,0 
dNTP mešanica (10 mM) 0,8 
DMSO 0,6 
F- začetni oligonukleotid (100 M) 0,4 
R- začetni oligonukleotid (100 M) 0,4 
Matrična DNA (50 ng uL-1) 0,5 
DNA-polimeraza »Phusion« (5 U L-1) 0,1 
dH2O 13,6 
Skupni volumen [L] 20 
 
Preglednica 9: Temperaturni profil za PCR s DNA-polimerazo Phusion. 
Korak PCR Temperatura (°C) Čas Št. ponovitev 
Začetna denaturacija matrične DNA 98 °C 30 s - 
Denaturacija matrične DNA 98 °C 30 s 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 62 °C 30 s 30 
Podaljševanje novih verig 72 °C 70 s 30 
Zaključno podaljševanje novih verig 72 °C 7 min - 
 
3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Uspešnost sinteze pomnožkov s PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (AGE). 
Pripravili smo 0,9 % gel iz 0,72 g agaroze in 80 mL 0,5-kratnega TBE pufra (preglednica 
2). Pred polimerizacijo gela smo v ohlajeno zmes dodali 2,5 µl SYBR®Safe barvila za 
detekcijo DNA. 5 µl vzorcem smo dodali 1 µL 6-kratnega nanašalnega pufra za DNA in jih 
nanesli na gel. Elektroforeza je potekala 30 min pri 120 V. Z AGE smo preverjali tudi 
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3.2.1.3 Čiščenje, restrikcija in ligacija pomnožkov 
 
PCR pomnožke smo očistili s kompletom reagentov GenElute™ PCR Clean-Up Kit po 
navodilih proizvajalca. 
 
3.2.1.3.1 Vključitev pomnožkov v vektor pMCSG7 z metodo LIC 
Očiščene fragmente DNA z zapisi za Prn1N-His, Prn26N-His, Prn94N-His smo vključili v vektor 
pMCSG7 z uporabo od ligacije neodvisnega kloniranja (LIC) (ang. »Ligase Independent 
Cloning«). LIC temelji na 3' -> 5' endonukleazni aktivnosti DNA-polimeraze T4, s katero 
pripravimo 15 nukleotidov dolge komplementarne štrleče konce na vektorju in PCR 
fragmentih. Najprej smo vektor pMCSG7 rezali z restriktazo SspI za pridobitev prostih topih 
terminalnih koncev. Restrikcijo smo izvajali 2h pri 37 °C. Sestava reakcijske zmesi za 
restrikcijo je podana v preglednici 10.  
 
Preglednica 10: Sestava reakcije za restrikcijo pMCSG7 z SspI. 
Komponenta mešanice Volumen (L) 
Plazmidna DNA (pMCSG7) 16 
Encim SspI 2  
Pufer SspI (10x) 2 
Skupni volumen [µL] 20 
 
Rezan plazmid in očiščene PCR produkte smo nato obdelali s DNA-polimerazo T4 v 
reakcijah podanih v preglednici 11 ter 12. Koncentracije DNA, ki smo jih potrebovali za 
izračun volumnov DNA (PCR fragmenti in plazmid) v reakciji smo določili 
spektrofotometrično pri 260 nm na napravi Eppendorf BioPhotometer® D30. 
 
Preglednica 11: Obdelava PCR pomnožkov s DNA-polimerazo T4. 
Komponenta mešanice Volumen (µL) 
Pomnožek DNA (20 ng na reakcijo) x µl (x + y = 32 µl) 
DNA-polimeraza T4 reakcijski pufer (10x) 4 
dCTP mešanica (100 mM) 1 
DTT (100 mM) 2 
DNA-polimeraza T4 1 
dH2O y µl (x + y = 32 µl) 
Skupni volumen [µL] 40 
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Preglednica 12: Obdelava rezanega plazmida pMCSG7 s DNA-polimerazo T4. 
Komponenta mešanice Volumen (uL) 
pDNA (200 ng na reakcijo) x µl (x + y = 32 µl) 
DNA-polimeraza T4 reakcijski pufer (10x) 4 
dGTP mešanica (100 mM) 1 
DTT (100 mM) 2 
DNA-polimeraza T4 1 
dH2O y µl (x + y = 32 µl) 
Skupni volumen [µL] 40 
 
Obe reakciji smo inkubirali za 30 min pri sobni temperaturi. Reakcijo smo ustavili s termično 
de-aktivacijo encima pri 75 °C za 20 min. Nato smo odpipetirali 2 µL (~15 ng) plazmida 
pMCSG7 in 5 µL (~30 ng) produkta PCR za kloniranje vključka v plazmidni vektor. 
Reakcijo smo inkubirali na sobni temperaturi za 30 min za prileganje komplementarnih 
koncev. S pripravljeno mešanico pDNA in pomnoženega vključka smo nato transformirali 
celice za pomnoževanje plazmidov JM107 po protokolu opisanem v poglavju 
Transformacija celic (3.2.2.2). V transformiranih celicah poteče zaključek ligacije prileganih 
DNA molekul. 
 
3.2.1.3.2  Restrikcija pomnožkov ter ligacija v vektor pMD204 
Očiščene pomnožene zapise za izražanje encimov v vektorju pMD204 smo pripravili za 
ligacijo z restrikcijo terminalnih koncev z encimoma EcoRI in XhoI. Izvedli smo tudi 
restrikcijo plazmida z enakima encimoma, da smo pripravili lepljive konce komplementarne 
5' in 3' koncem PCR pomnožkom (vključki). Restrikcijo smo v obeh primerih izvajali 20 
min pri 37 °C (Preglednica 13). Rezane PCR pomnožke smo ponovno očistili s kompletom 
GenElute™ PCR Clean-Up Kit. 
 
Preglednica 13: Sestava reakcijskih zmesi za restrikcijo pomnožkov PCR in vektorja pMD204. 
Komponenta mešanice Volumen (µL) 
Pomnožek DNA oz. pDNA  16 
Encim EcoRI  1  
Encim XhoI  1 
Pufer »FastDigest« (10x) 2 
Skupni volumen [µL] 20 
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Pripravljene fragmente DNA z zapisi za Prn1C-His, Prn26C-His, Prn92C-His smo vstavili v vektor 
pMD204 s pripravo ligacijske mešanice, ki je podana v preglednici 14. Uporabili smo ligazo 
T4 in ligacijski pufer. Reakcija ligacije je potekala 30 min pri 22 °C.  
 
Preglednica 14: Sestava reakcijske zmesi za ligacijo DNA fragmentov v vektor pMD204. 
Komponenta mešanice Volumen (µL) 
Plazmidna DNA (pMD204) 2,5 
Pomnožek DNA  2,5  
10x ligacijski pufer  2 
Ligaza T4 1 
dH20 2 
Skupni volumen [µL] 20 
 
3.2.1.4 Pomnoževanje in čiščenje vektorskih konstruktov  
 
Uspešno pripravljene vektorske konstrukte smo pomnožili v kompetentnih celicah E. coli 
JM107. Pridobljene kolonije transformiranih celic smo iz plošč precepili v 10 mL tekočega 
LB gojišča z dodanim ustreznim antibiotikom (glej 3.2.2.2) in gojili celice preko noči pri 37 
°C s stresanjem na 250 obr. min-1. Iz namnoženih celic smo izolirali plazmide pMCSG7 in 
pMD204 s kompletom GenElute™ Plasmid Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. 
Uspešnost priprave vektorskih konstruktov smo preverili z AGE. Z restrikcijo izoliranih 
vektorjev po protokolih opisanih v točki 3.2.1.3 smo z AGE preverili tudi prisotnost 
restrikcijskih mest in ustreznost velikosti vključka. 
 
3.2.1.5 Določitev nukleotidnih zaporedij plazmidnih konstruktov 
 
Ustreznost pomnoženih nukleotidnih zaporedij za rekombinantne encime, uspešnost ligacije 
ter ustreznost orientacije zaporedij v vektorju smo potrdili z določitvijo nukleotidnih 
zaporedij plazmidov, ki jih je za nas izvedlo podjetje Macrogen (Nizozemska).  
 
3.2.2 Produkcija rekombinantnih encimov v E. coli 
 
3.2.2.1 Priprava kompetentnih celic  
 
Kompetentne celice smo pripravili po modificiranem protokolu (Inoe in sod., 1990). 
Kolonije uporabljenih sevov smo precepili v 25 mL gojišča LB in gojili 6-8 h pri 37° C in 
250 obr. min-1. S 5 µL pripravljene kulture smo inokulirali 50 mL LB gojišča in gojili čez 
noč 20-22 °C in 250 obr. min-1. Naslednji dan smo pri OD600 = 0,6 ustavili stresanje in 
ohladili kulturo na ledu za 10 min. Sledilo je centrifugiranje (6000 G, 10 min, 4 °C) in 
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temeljito odstranjevanje supernatanta. Celice smo resuspendirali v 16 mL ledeno hladnega 
pufra TB in ponovno centrifugirali pod enakimi pogoji. Ponovno smo odstranili supernatant 
in celice resuspendirali v 4 mL ledeno hladnega TB pufra. Pripravljeni celični suspenziji 
smo dodali 0,3 mL DMSO (koncentracija ~ 7 % (v/v)), premešali in inkubirali na ledu za 10 
min. Pripravljene kompetentne celice smo alikvotirali v mikrocentrifugirke po 0,25 mL ter 
jih hipoma zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri - 80 °C. 
 
3.2.2.2 Transformacija celic 
 
K 75 µL odmrznjenih kompetentnih celic smo dodali 2 µL plazmidne DNA in inkubirali za 
30 min na ledu. Sledil je temperaturni šok na 42 °C za 90 s v vodni kopeli in zatem inkubacija 
na ledu za 2 minuti. Nato smo dodali 400 µL gojišča ter inkubirali na 37 °C z stresanjem za 
50 minut. Transformirane celice smo nacepili po 100 µL na selektivna trdna gojišča z 
dodanim kloramfenikolom (25 µg mL-1) in ampicilinom (110 µg mL-1) za transformante s 
pMCSG7 ter dodanim kloramfenikolom (34 µg mL-1)  za transformante pMD204. Plošče 
smo inkubirali čez noč pri 37° C. Za kontrolo selekcije transformiranih celic smo identičen 
postopek ponovili s 75 µL odmrznjenih celic brez dodatka plazmidne DNA. 
 
3.2.2.3 Priprava inokoluma produkcijskih celic 
 
Kolonije transformiranih celic smo precepili v 5 mL tekočega gojišča z dodanimi ustreznimi 
antibiotiki glede na uporabljen plazmid (glej zgoraj). Tako pripravljene inokolume 
produkcijskih sevov smo pomnoževali preko noči pri 37 °C s stresanjem na 250 obr. min-1. 
 
3.2.2.4 Gojenje transformiranih celic 
 
Namnožene produkcijske celice (celotnih 5 mL) smo prenesli v 2 L erlenmajerice z 0,5 L 
tekočega gojišča LB za transformante pMCSG7 oz. gojišča 2x YT za transformante 
pMD204. Gojišču smo dodali ustrezne antibiotike do delovnih koncentracij (glej zgoraj). 
Celice smo gojili v erlenmajericah na 37 °C s stresanjem z 250 obr. min-1. 
 
3.2.2.5 Izražanje rekombinantnih encimov 
 
Z meritvami optične gostote pri valovni dolžini 600 nm (OD600) smo spremljali rast celic. 
Pri OD600 ~ 0,6 ali 1,0 smo sprožili izražanje genov za rekombinantne encime z dodatkom 
IPTG do končne koncentracije 1,0 mM v celicah transformiranih z vektorji pMCSG7. Pri 
izražanju v celicah BL21 (DE3) pMD204 smo indukcijo z IPTG (1,0 mM) izvedli pri OD600 
~1,0. Po indukciji z IPTG je izražanje potekalo pri 20 – 22 °C čez noč (12h – 14h) s 
stresanjem, razen če je navedeno, da je izražanje potekalo pri 37 °C za 4h. 
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3.2.3 Izolacija in čiščenje rekombinantnih encimov 
 
Za izolacijo encimov smo uporabili protokola za pridobivanje citoplazemske ter 
periplazemske frakcije in očistili rekombinantne encime z afinitetno kromatografijo na 
podlagi poli-histidinskih afinitetnih vključkov. 
 
3.2.3.1 Pridobivanje citoplazemske frakcije 
 
Bakterijsko kulturo po izražanju smo centrifugirali pri 4500 G za 15 min pri 4 °C in odlili 
supernatant. Pripravljene pelete smo resuspendirali v 20 mL pufra za lizo (preglednica 2) na 
500 mL kulture. Suspenzijo smo centrifugirali (8000 G, 15 min, 4 °C) ter sprane pelete 
zamrznili na – 20 °C. Nato je sledilo odmrzovanje in resuspendiranje na ledu v 10 mL pufra 
za lizo (na ~1 g peleta) z uporabo pasterjeve pipete. Pripravljen homogenat smo sonicirali (s 
sedmimi pulzi po 20 s, pri 40 % amplitudi in vmesnim mešanjem po 30 s na ledu) za razbitje 
celic. Celični homogenat smo nato centrifugirali dvakrat po 15 minut (15000 G, 4 °C) ter 
pridobljen supernatant uporabili za nadaljnje čiščenje encimov. 
 
3.2.3.2 Pridobivanje periplazemske frakcije 
 
Po zaključku izražanja smo celice centrifugirali pri 6000 G za 20 min pri 4°C in odlili 
supernatant. Pelet celic smo nežno resuspendirali v 20 ml ledeno-hladnega hipertoničnega 
TS pufra (100 mM Tris-HCl, 25 % (w:v) saharoze, 0,5 mM EDTA, pH 8,0). Sledila je 
inkubacija na ledu za 15 min z občasnim mešanjem. Suspenzijo smo centrifugirali (4000 G 
15 min) in resuspendirali v hipotoničnem pufru 10 mM Tris pufru (pH 8,0). Osmotski šok, 
zaradi visoke koncentracije saharoze v TS pufru povzroči delno razgradnjo zunanje celične 
membrane in sprostitev periplazemske frakcije. Pridobljene sferoplaste smo centrifugirali 
pri 6000 G za 20 min pri 4° C. Pridobljen supernatant (periplazemska frakcija) smo uporabili 
za nadaljnjo izolacijo encimov. 
3.2.3.3 Čiščenje z afinitetno kromatografijo 
 
Rekombinantne encime označene s histidinskimi vključki (glej preglednico 18) smo izolirali 
z afinitetno kromatografijo na osnovi agaroznih kroglic, modificiranih z nikljem keliranim 
na nitrilotriocetno kislino (Ni-NTA) in histidinskih značk rekombinantnih. 800 µl raztopine 
agaroznih Ni-NTA kroglic smo najprej prenesli v kromatografske kolone in jih spirali s 5 ml 
pufra za lizo (preglednica 2), za odstranitev nečistoč in etanola. Pripravljene agarozne Ni-
NTA kroglic smo nato prenesli v čase z vzorci pridobljenih supernatantov celičnih lizatov 
oz. periplazemskih frakcij ter inkubirali 1 uro pri 4 °C ob mešanju z magnetnim mešalom. 
Med inkubacijo so se rekombinatni encimi vezali na Ni-NTA. Izolirane vzorce za čiščenje 
smo pripravili v pufru za lizo z nizko koncentracijo imidazola (10 mM), ki preprečuje 
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nespecifično vezavo proteinov na Ni-NTA. Po inkubaciji smo vzorce z dodanimi Ni-NTA 
kroglicami prenesli v kolone in počakali, da je tekoča faza odtekle in so se kroglice posedle 
na dno kolone. Sledilo je dodatno spiranje pripravljenega matriksa agaroznih Ni-NTA 
kroglic z vezanimi tarčnimi proteini z 9 ml pufra za lizo. Nato smo spirali s 15 ml pufra za 
spiranje (preglednica 2) z 20 mM imidazolom za dodatno elucijo netarčnih proteinov. 
Frakcije tarčnih encimov označenih s histidinskimi značkami smo s kolone eluirali s pufrom 
za elucijo (preglednica 2) z 250 mM koncentracijo imidazola. Med elucijo smo zbirali 
frakcije po 1 mL, jih hipoma prestavili na led ter preverjali uspešnost izolacije z merjenjem 
A280. Pretok skozi kolono tekom kromatografije (~ 1 mL min-1) smo regulirali s pomočjo 
kovinskega stiščka na dnu kolone ter plastične brizge z zračno zatesnjenim zamaškom na 
vrhu kolone. 
 
3.2.3.4 Dializa očiščenih encimov 
 
Po afinitetni kromatografiji smo iz pridobljenih raztopin encimov odstranili imidazol in 
znižali koncentracijo soli (NaH2PO4, NaCl) z dializo proti pufru za dializo (preglednica 2) z 
uporabo dializne membrane Dry Spectra/Por® 1-5 Dialysis Tubing. Dializno membrano 
smo predhodno hidrirali v časi z dH2O za 30 minut. Izolirane elucijske frakcije smo napolnili 
v dializne membrane, jih zatesnili in prestavili v časo s 100-kratnim volumnom pufra za 
dializo glede na volumen raztopine encima. Dializa je potekala pri 4 °C čez noč ob mešanju 
z magnetnim mešalom. Po 4 urah smo zamenjali pufer in dializirali čez noč.  
 
3.2.3.5 Poskus optimizacije sinteze pernizina v E. coli 
 
Za določanje optimalnega postopka izražanja pernizina v E. coli smo izvedli poskus pri 
različnih pogojih. Celice transformirane s pMCSG7 s vključkom za Prn1N-His smo gojili v 
300 ml LB gojišča z dodanim kloramfenikolom (25 µg mL-1) in ampicilinom (110 µgmL-1) 
pri 37 °C z 250 obr. min-1 do ciljnih celičnih gostot (OD = 0,6 ; 1,0 ; 1,5). Ko so celice 
dosegle tarčni OD smo prenesli 40 mL produkcijske kulture v stelirizirane 300 mL 
erlenmajerice v dveh ponovitvah in inducirali izražanje z dodatkom IPTG do koncentracije 
1,0 mM. Izražanje je potekalo pri 37 °C za 4 h ter na 20 – 22 °C čez noč (12 h) s stresanjem. 
Po koncu izražanja smo iz vsake testne produkcijske kulture odvzeli 250 µL vzorca 
suspenzije in centrifugirali pri 6000 G za 10 min. Temeljito smo odstranili supernatante in 
zamrznili pridobljene celične pelete na -20 °C. Vzorce za analizo s cimografijo in NaDS–
PAGE smo pripravili z re-suspendiranjem celičnih peletov v 40 µL vode miliQ in dodatkom 
14 µL NaDS nalagalnega pufra ter 4 µL 1,0 M DDT. Pripravljene vzorce smo inkubirali v 
vodni kopeli pri 80 °C za 20 min (denaturacija ne-termostabilnih proteinov) ter centrifugirali 
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3.2.4 Analiza proteinov 
 
3.2.4.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS - PAGE) 
Za ugotavljanje čistosti pridobljenih encimov ter študije procesiranja in proteolize smo 
uporabljali NaDS-PAGE, ki omogoča ločevanje proteinov glede na molekulsko maso. 
Uporabljali smo 12 % poliakrilamidne gele za ločevanje, ki smo jih pripravili po protokolu 
v preglednici 15. 
 
Preglednica 15: Sestava zmesi za pripravo 12 % poliakrilamidnega gela. 
Snov  Volumen za pripravo 12 % gela 




pufer Tris (3 M) 0,75 mL 
NaDS (10 % w/v)  40 µL 
APS (1,5 % w/v) 300 µL 
TEMED  6 µL 
Skupni volumen  6 mL 
 
Pripravljene zmesi smo odpipetirali med stekelca za pripravo gelov in inkubirali minimalno 
45 min na sobni temperaturi za potek polimerizacije akrilamida in premreženje akrilamidnih 
verig z bis-akrilamidom. Nad strjen ločevalni gel smo nato nanesli še zmes 4 % nanašalnega 
poliakrilamidnega gela in namestili glavničke za pripravo žepkov. Po 1 urni polimerizaciji 
smo gele ovili v papirnate brisačke omočene z 1-kratnim NaDS pufrom in jih shranili pri 4 
°C do uporabe.  
Elektroforezo smo izvajali s sistemom Mini-PROTEAN Tetra Cell z uporabo 1-kratnega 
NaDS pufra (preglednica 2). Elektroforeza je potekala ~ 45 min pri napetosti 180 V oz. ~ 70 
min pri napetosti 125 V, ko smo istočasno izvajali ločbo za cimografijo. Vzorce smo 
pripravili v 4-kratnem nanašalnem pufru Laemmli. Po končani elektroforezi smo gele 3 x po 
5 min spirali v dH2O. Za detekcijo proteinov smo gele barvali z SimplyBlue™ Safe Stain na 
osnovi barvila Coomassie. Gele smo v barvilu segrevali 1 × 30 s v mikrovalovki (700 W) in 
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Aktivnost različic pernizina smo kvalitativno spremljali s pomočjo cimografije na podlagi 
kazeina kot substrata za določanje proteolitično aktivnih encimov po ločbi glede na 
molekulsko maso. Postopek priprave gelov je bil enak kot pri NaDS-PAGE, s to razliko, da 
smo v zmes za en gel raztopili 12 mg kazeina (0,2 % (w/v)). V žepke smo nanesli po 2 µL 
pripravljenih vzorcev proteinov in 4 µL proteinske velikostne lestvice. Elektroforeza je 
potekala s hlajenjem na ledu pri konstanti napetosti 125 V. Po končani elektroforezi smo 
gele 3 x po 5 min spirali v dH2O. Sledila je inkubacija v 2,5 % (w/v) Tritonu X-100 za 30 
minut pri sobni temperaturi za renaturacijo proteinov v gelu. Po renaturaciji smo gele spirali 
v 50 mM pufru Tris-HCl (pH 8,0) z dodanim 1 mM CaCl2 ter jih nato inkubirali za 2 uri na 
80 °C v enakem pufru. Po inkubaciji je sledilo barvanje z SimplyBlue™ Safe Stain po 
enakem postopku kot pri NaDS - PAGE. 
 
3.2.4.3 Določanje koncentracije proteinov 
 
Koncentracije pridobljenih proteinov smo določali spektrofotometrično z napravo 
Eppendorf BioPhotometer® D30. Merili smo absorbanco pri valovni dolžini 280 nm, kjer 
absorbirajo aromatski aminokislinski ostanki. Za slepo kontrolo smo uporabili ustrezen 
pufer v katerem je bil raztopljen proteinski vzorec. Koncentracije smo izračunali na podlagi 
Beer-Lambertovega zakona: 
 
A280 = c ∙ ε280 ∙ l               … (1) 
 
Legenda simbolov: A280 - absorbanca vzorca izmerjena pri 280 nm, c - koncentracija 
proteinskega vzorca  (mg mL-1), ε280 - ekstinkcijski koeficient proteina pri 280 nm (L mol-1 
cm-1), l – optična pot žarka (mm). 
 
Ekstinkcijske koeficienti proteinov smo na osnovi aminokislinskih zaporedij pridobili z 
orodjem ProtParam dostopnim na strežniku ExPASy. 
 
3.2.4.4 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Meritve fluorescenčnih spektrov smo izvedli s spektrofluorimetrom Varian Cary Eclipse. 
Analize smo izvedli v kvarčnih kivetah z volumnom 400 uL (l = 10 mm). Spektre smo 
posneli pri temperaturah 20, 40, 60, 70, 80, 90 in 95 °C pri segrevanju in ohlajanju. Parametri 
analize so prikazani v preglednici 16.  
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Preglednica 16: Parametri analize fluorescenčne emisijske spektrometrije. 
Parameter Vrednost 
Valovna dolžina vzbujanja 280 nm 
Območje spremljanja emitirane svetlobe 300 – 600 nm 
Nastavitev širine rež za vzbujanje in emisijo 5 nm 
Hitrost snemanja 120 nm min-1 
Čas povprečenja signalov 0,50 s 
 
 
Pridobljene podatke smo izvozili in obdelali v programu Excel (Microsoft). Intenzitete 
fluorescenc vzorcev smo odšteli od intenzitete fluorescenc ustreznega pufra in jih grafično 
predstavili v odvisnosti od valovne dolžine. Za preglednejši prikaz vpliva temperature na 
fluorescenčne spektre smo določili tudi valovne dolžine maksimumov fluorescenčne 




CD-spektre smo spremljali v daljnem UV-območju (200–250 nm) s cirkularnim 
spektrofotometrom JASCO J-1500. Meritve smo izvedli v kvarčni kiveti z optično potjo 1 
mm. Proteinske vzorce smo pripravili v 10 mM HEPES pufru s pH 8,0, s ciljno koncentracijo 
encimov ~ 0,15 mg mL-1 (A280 = 0,20) (točna koncentracija je odvisna od AK zaporedja 
različice pernizina).  Spektre smo posneli pri temperaturah 20, 60 in 90 °C ob in brez 
prisotnosti 2 mM CaCl2. Parametri analize so prikazani v preglednici 17. 
 
Preglednica 17: Parametri analize CD-spektrometrije. 
Parameter Vrednost 
Območje meritev 250 – 200 nm 
Interval snemanja  0,5 nm 
Hitrost snemanja 20 nm min-1 
Čas povprečenja signalov 0,50 s 
 
 
Izmerjene CD spektre smo najprej korigirali s funkcijo glajenja spekrov z validacijskim 
programom CD-spektropolarimetra. Nato smo spektre izvozili in obdelali v programu Excel. 
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Za lažjo primerjavo CD spektrov različnih encimov smo izmerjene vrednosti molske 
eliptičnosti pri dani valovni dolžini (milideg) preračunali še v molsko eliptičnost na 





               … (2) 
 
Legenda simbolov: Θ - eliptičnost pri dani valovni dolžini (mili° ali mili stopinje), MMRV - 
povprečna molska masa na AKO v (g mol-1), c - koncentracija proteina  (mg mL-1), l – 





                 … (3) 
 
Legenda simbolov: MMRV  - povprečna molska masa na AKO v (g mol-1), Mr – molska masa 
proteina (g mol-1), nAKO – število  aminokislinskih ostankov. 
 
Za izračun MMRV smo na podlagi AK zaporedij encimov pridobili podatke s pomočjo orodja 
ProtParam (Gasteiger in sod., 2005). 
 
3.2.4.6 Določanje encimske aktivnosti z azokazeinskim testom 
 
Azokazeinski test smo izvajali v 1,5 mL mikrocentrifugirkah, v dveh ponovitvah reakcij. 
Posamezna reakcija azokazeinskega testa je vsebovala 125 L 3 % (w:v) azokazeina in 100 
L 10,0 mM pufra HEPES (pH 8,0) z dodano raztopino encima. Ciljna koncentracija 
encimov v reakciji je bila okoli 0,15 mg mL-1. Raztopinam azokazeina in pufra smo dodali 
tudi CaCl2 do končne koncentracije 2 mM, razen če ni navedeno drugače. Po končanih 
inkubacijah (pogoji opisani spodaj) smo testne reakcije prekinili z dodatkom 60 L ledeno 
hladne 15 % trikloretanojske kisline (TCA) in premešanjem na stresalniku. Oboritev ne-
razgrajenega substrata in encimov je potekala 10 minut na ledu. Oborino smo odstranili s 
centrifugiranjem pri 13000 G za 15 min.  
Za spektrofotometrično spremljanje encimske aktivnosti smo po 200 L supernatantnov 
prenesli v mikrotitersko ploščo ter v jamice dodali po 58,1 L 5,0 M NaOH. Za slepe vzorce 
smo pripravili enake mešanice in nemudoma ustavili reakcijo z dodatkom TCA. Meritve 
smo izvedli z napravo Tecan Safire 2 pri 366 nm in analizirali podatke v programu Excel. 
Vrednostim meritev vzorcev smo odšteli vrednosti slepih vzorcev in povprečili vrednosti 
ponovitev. Izračunali smo relativno encimsko aktivnost vzorcev glede na maksimalno 
izmerjeno aktivnost pri posameznem poskusu.  
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3.2.4.6.1  Primerjava encimske aktivnosti med nativnim in rekombinantnim pernizinom 
Nativni pernizin (PrnAP) in rekombinantni pernizin (Prn1C-His) smo predhodno aktivirali z 
inkubacijo v 10 mM HEPES pufru (pH 8,0) z 2 mM CaCl2 za 1 uro pri 90 °C. Aktivirane 
encimske raztopine smo pred inkubacijo z azokazeinom ohladili na sobno temperaturo. 
Inkubacija z azokazeinom je potekala pri temperaturah 20 °C, 40 °C, 60 °C, 80 °C, 90 °C in 
100 °C v HEPES pufru z 2 mM CaCl2 za 20 min. 
 
3.2.4.6.2  Določanje vpliva CaCl2 in temperature na encimsko aktivnost 
Izvedli smo primerjavo med različicami pernizina Prn1C-His; Prn92C-His, PrnAP in katalitsko 
mutanto pernizinaS355A kot negativno kontrolo. Inkubacije azokazeinskega testa so potekle 
pri temperaturah 20 °C, 60 °C in 90 °C ob in brez prisotnosti 2 mM CaCl2 za 20 min. Pri tem 
poskusu nismo izvedli predhodne aktivacije neprocesiranih oblik encima. 
 
3.2.5 Test za detekcijo proteolitične aktivnosti bakterijskih kolonij na trdnih 
gojiščih 
 
Za hitro kvalitativno detekcijo proteolitične aktivnosti termofilnih encimov bakterijskih 
kolonij smo z modifikacijo protokola (Pulido, 2007) razvili test na trdnih gojiščih. Pripravili 
smo mešanico za pripravo trdnega gojišča LB z dodatkom 2 % (w:v) temperaturno stabilnega 
strjevala »gellan gum« ter 1 % kazeina (w:v), ki služi kot substrat za detekcijo proteolitičnih 
encimov. Gojišče smo avtoklavirali in pred strjevanjem (~ 80 °C) prelili v sterilizirane 
steklene petrijevke. Na pripravljena trdna gojišča smo precepili posamezne kolonije E. coli 
transformirane z vektorji pMCSG7 za izražanje Prn1N-His, Prn26N-His, Prn94N-His ter z 
vektorjem brez vključka za negativno kontrolo. Inokulirane plošče smo inkubirali čez noč 
na 37° C za razvoj kolonij. Naslednji dan smo plošče prelili s plastjo mešanice 2 % (w:v) 
gelan gumija in 1 % (w:v) TWEEN 20 za lizo celičnih kolonij. Tako pripravljene plošče smo 
inkubirali na 80 °C ter spremljali pojav belih con okoli kolonij, ki so posledica agregacije 
razgradnih produktov kazeina. Poskusili smo tudi z dodatkom 1 mM CaCl2 v gojišče in 
inkubacijo pri 90 °C. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 NAČRTOVANJE REKOMBINANTNIH  ENCIMOV IN PRIPRAVA 
VEKTORSKIH KONSTRUKTOV 
 
Pripravili smo 6 vektorskih konstruktov za heterologno prekomerno izražanje različic 
pernizina. Prvotno smo za izražanje neprocesiranega pernizina (Prn1), encima brez signalne 
regije (Prn26) ter procesiranega encima brez proregije (Prn94) vključili pripravljene 
pomnožke v plazmidni vektor pMCSG7. Zapise za encime smo pomnožili iz zaporedja za 
kodonsko optimiziran pernizin (Šnajder, 2013) z načrtovanimi začetnimi oligonukleotidi 
(preglednica 7) in vključili v vektor z uporabo LIC kloniranja. 
 
 
Slika 7: Plazmidna mapa pMCSG7 s vključkom kodonsko optimiziranega gena za pernizin. 
 
Vektorski konstrukti pMCSG7 imajo promotor ter terminator za RNA-polimerazo T7 v 
kombinaciji z lac operatorjem in selekcijsko rezistenco za ampicilin. Na N-koncu je 
vključena His6  afinitetna značka in prepoznavno mesto za TEV proteinazo. Odcepa His 
značke s TEV proteinazo nismo izvajali, ker nismo opazili težav z zvijanjem, stabilnostjo in 
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Slika 8: Shematski prikaz primarne strukture rekombinatnega pernizina izraženega v vektorskem konstruktu 
pMCSG7. Histidinski vključek na N-koncu (1-6 AKO), vezavno mesto za TEV proteinazo (15-21 AKO), A 
triplet za cepitev s TEV proteinazo (22-25 AKO), signalna sekvenca (26-50 AKO), proregija (51-118 AKO), 
zrel encim (119-454 AKO). * Za namene prikaza je shema zrelega pernizina okrajšana. Ostale prikazane regije 
so v ustreznem razmerju glede na dolžino AKO zaporedja. 
 
Zaradi težav s pridobivanjem zadostne količine čistih encimov smo pripravili še vektorske 
konstrukte osnovane na podlagi plazmida pMD204 (Škrlj in sod., 2010). Vektorski 
konstrukti pMD204 so omogočili izražanje encimov s histidinska značka (His10) na C-koncu, 
kar je zmanjšalo izgube encima tekom čiščenja z afinitetno kromatografijo, zaradi 
avtokatalitičnega odcepa proregije vključno s histidinsko značko na N-koncu (slika 13). Na 
N-koncu je vključena tudi signalna sekvenca proteina OmpA za usmerjanje izločanja 
proteinov v periplazmo, s čimer smo želeli optimizirati čistost rekombinantnih encimov.  
 
Plazmid pMD204 nosi zapis za odpornost proti antibiotiku kloramfenikol, kar uporabimo 
kot selektivni marker, ter promotorsko področje s promotorskimi elementi za RNA 
polimerazo T7 v kombinaciji ter lac operatorjem. Začetnim oligonukleotidom za 
pomnožitev vključkov za pMD204 smo dodali restrikcijska mesta za encima EcoRI  in XhoI 
na 5' in 3' koncih za ligacijo v vektor. Plazmidna mapa pMD204, zaradi odsotnosti 
nukleotidnega zaporedja plazmida ni prikazana. 
 
 
Slika 9: Shematski prikaz primarne strukture rekombinatnega pernizina izraženega v vektorskem konstruktu 
pMD204. OmpA signalno zaporedje za usmerjanje transporta v periplazmo (1-21 AKO), signalna sekvenca 
(28-52 AKO), proregija (53-120 AKO), zrel encim (121-456 AKO), histidinska značka na C koncu (463-472 
AKO). * Za namene prikaza je shema zrela pernizina okrajšana. Ostale prikazane regije so v ustreznem 
razmerju glede na dolžino AKO zaporedja. 
 
Za pomnoževanje konstruktov smo uporabili transformante seva JM107, katerim smo 
potrdili prisotnost vključkov za pernizin z uporabo PCR na osnovi kolonije (rezultati niso 
prikazani). Uspešnost priprave vektorskih konstruktov smo potrdili z AGE in določanjem 
34 
Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
nukleotidnih zaporedij robnih regij vključkov v pripravljenih vektorjih (rezultati niso 
prikazani). V preglednici 18 so podane nekatere lastnosti sintetiziranih encimov. 
 
Preglednica 18: Lastnosti sintetiziranih rekombinantnih encimov. 
Oznaka AKO. pernizina Število AKO* Mr (kDa) N-konec C-konec Vektor 
Prn1N-His 1- 430 454 46,33 His6-TEV  pMCSG7 
Prn26N-His 26 - 430 429 43,79 His6-TEV  pMCSG7 
Prn94N-His 94 - 430 360 36,97 His6-TEV  pMCSG7 
Prn1C-His 1- 430 472 48,20 OmpA His10 pMD204 
Prn26C-His 24 - 430 448 45,65 OmpA His10 pMD204 
Prn92C-His 92 - 430 380 38,83 OmpA His10 pMD204 
* Število aminokislinskih ostankov (AKO) rekombinantnega encima s pripadajočimi fuzijskimi domenami. 
* Aminokislinski ostanki (AKO) celotnega pernizina vključeni v rekombinantni encim. 
  
Aminokislinsko zaporedje pernizina smo krajšali z N-konca na podlagi predvidenih 
cepitvenih mest signalne sekvence in proregije (slika 1) (Šnajder in sod., 2012; Catara in 
sod. 2003). Pri izražanju encima brez proregije smo sintetizirali encime z začetkom pri 94 
AKO (Prn94N-His) in 92 AKO (Prn92C-His) AK zaporedja pernizina. Bioinformacijsko in z 
analizami s tandemsko masno spektrometrijo sta bili namreč predvideni dve različni 
cepitveni mesti proregije (Šnajder, 2013). 
 
4.2 OPTIMIZACIJA PRODUKCIJE PERNIZINA 
 
4.2.1 Optimizacija izražanja  
 
Za določanje optimalnega procesa sinteze rekombinantnih encimov v E. coli smo izvedli 
poskus, s katerim smo želeli določiti optimalno celično gostoto (spremljano z OD600) za 
indukcijo izražanja gena za pernizin. Želeli smo tudi določiti optimalno temperaturo in 
trajanje izražanja. Preverili smo proces izražanje pri 37 °C za 4 h ter pri 20 °C čez noč (12 
h). Nižja temperatura izražanja (20 °C) je najpogosteje uporabljena strategija za znižanje 
hitrosti sinteze proteinov, kar pogosto izboljša uspešnost zvijanja proteinov (Rosano in sod., 
2014). Izražali smo celoten pernizin s His6 vključkom na N-koncu (Prn1N-His). Poskus smo 
izvedli v dveh ponovitvah v 300 ml gojišča, kar je omogočalo lažji prenos rezultatov v 
produkcijski nivo v laboratoriju (500 ml). Izražanje encima smo spremljali kvalitativno s 
pripravo vzorcev iz celičnih lizatov (brez čiščenja encima) in elektroforetskimi analizami.  
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Slika 10: Cimogram (zgoraj) in cimogram (+NaDS-PAGE)* (spodaj) vzorcev pridobljenih iz peletov 
produkcijskih kultur z izražanjem pri različnih pogojih. L: proteinska velikostna lestvica. *Pri spodnjem 
cimogramu je bila nanešena ~10x višja količina vzorcev, ker je prišlo do zamenjave gela za NaDS-PAGE z 
gelom za cimografijo.  
  
Iz razlik v intenzivnosti lis razgradnje (~40 kDa) lahko sklepamo, da smo s 4. urnim 
izražanjem pri 37 °C pridobili več aktivnega pernizina, kot z 12. urnim izražanjem pri 20 
°C. To ni skladno z našimi opažanji po izolaciji in čiščenju encima z afinitetno 
kromatografijo, saj smo elucijskim frakcijah iz vzorcev pridobljenih z izražanjem pri 20 °C 
spektrofotometrično (A280) določili višjo koncentracijo in boljšo čistost encimov (rezultati 
niso prikazani). Slednje lahko razložimo s povečanim avtoprocesiranjem med produkcijo pri 
37 °C, ter s tem izgubami encima tekom afinitetne kromatografije, zaradi odcepa His6 značke 
skupaj s proregijo. Pri spodnjem cimogramu na sliki 10 je bila nanešena ~10x višja količina 
vzorcev, ker je prišlo do zamenjave gela za NaDS-PAGE z gelom za cimografijo. Kljub tej 
napaki smo cimogram renaturirali in inkubirali ter pridobili zanimiv rezultat. Pri višjem 
nanosu proteinskih vzorcev je namreč vidna dodatna lisa razgradnje kazeina pri ~55 kDa, 
kjer se nahaja frakcija neprocesiranega pernizina. Pri predhodnih cimografijah s Prn1, zaradi 
nižje količine nanešenega vzorca proteolitične aktivnosti encima s proregijo nismo zaznali. 
Lise razgradnje pri ~55 kDa so intenzivnejše pri vzorcih pridobljenih z izražanjem pri 20 
°C, kar nakazuje na povišano stopnjo odcepitve proregije z izražanjem pri višji temperaturi.  
 
Pri izražanju pri 37 °C smo opazili tudi pojav inkluzijskih telesc, ki nastanejo zaradi 
agregacije nepravilno zvitih (netopnih) proteinov. Iz inkluzijskih telesc je mogoče 
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pridobivati RP z visoko čistostjo, vendar so postopki raztapljanja in renaturacije proteina 
delovno zahtevni in pridobimo nizek donos proteina (Singh in Panda, 2005).  
 
Za optimalno OD600 indukcije izražanja se je glede na intenzivnost proteinskih lis pokazala 
OD600 = 1,0 (slika 10). Na podlagi teh opažanj smo za nadaljnje sinteze encimov uporabljali 
bioproces z namnoževanjem biomase pri 37 °C do indukcije pri OD600 ~ 1,0, ki ji je sledila 
faza izražanja pri 20 °C čez noč (12 - 14h). 
 
Na cimogramu z vzorci pripravljenimi iz supernatanta gojišča po peletiranju (slika 11) 




Slika 11: Cimogram vzorcev supernatantov po peletiranju produkcijskih kultur (proteini v gojišču) z 
izražanjem pri različnih pogojih. L: proteinska velikostna lestvica. 
 
 
Slika 12: NaDS-PAGE analiza vzorcev supernatantov po peletiranju produkcijskih kultur (proteini v gojišču) 
z izražanjem pri različnih pogojih. L: proteinska velikostna lestvica. 
 
Presenetljiv je pojav lise razgradnje (slika 10, 11) pri velikosti ~50 kDa v vzorcih negativne 
kontrole, kjer nismo dodali IPTG za indukcijo izražanja gena za pernizin. Uporabljen 
vektorski sistem pLysE namreč močno zavira bazalno, ne-iducibilno izražanje genov za 
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rekombinantne proteine. Na cimogramu z vzorci proteinov iz gojišča (slika 11) je 
intenzivnost lise največja. Možna razlaga je endogena zunajcelična proteinaza E. coli, ki je 
termostabilna in je ohranila aktivnost pri 80 °C (priprava proteinskih vzorcev in inkubacija 
cimograma). S pregledom literature nismo uspeli najti kandidatne endogene proteinaze E. 
coli, ki bi ustrezala velikosti ~50 kDa. Prisotnost endogene proteinaze bi lahko potrdili z 
imunodetekcijo His označenih proteinov, ki jih pri negativni kontroli indukcije ne bi 
pričakovali. Encimska razgradnja kazeina je lahko potekla tudi med postopkom renaturacije 
cimograma pri sobni temperaturi. 
 
Najprej smo zastavili in izvedli poskus optimizacije sinteze pernizina v manjših volumnih v 
mikrotiterski plošči, s katerim smo poskušali preveriti večje število parametrov produkcije 
(koncentracija IPTG, čas izražanje pri 37°C, dodatek etanola ali glukoze). Uporabnih 
rezultatov s tem poskusom nismo uspeli pridobiti, zaradi težav s  ponovljivostjo rasti celic v 
jamicah mikrotiterske plošče in neoptimiziranega postopka priprave proteinskih vzorcev za 
analize z NaDS - PAGE in cimografijo. 
 
4.3 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE IN ČIŠČENJA 
 
4.3.1 Izolacija iz citoplazme 
 
Po uspešni transformaciji produkcijskih celic s pripravljenim vektorjem pMCSG7 za 
izražanje Prn1N-His smo preizkusili različne variacije postopkov izolacije pernizina ter 
čiščenja z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Na sliki 13 so prikazani rezultati poskusa 
optimizacije postopka izolacije pernizina s segrevanjem celičnega lizata (80 °C) za 
denaturacijo endogenih celičnih proteinov pred Ni-NTA kromatografijo. 
 
 
Slika 13: NaDS-PAGE (levo) in cimogram (desno) elucijskih frakcij po čiščenju pernizina Prn1N-His 
pridobljenega z izolacijo iz citoplazme. Izražanje v E. coli je potekalo z indukcijo pri OD600 = 0,6, za 4 h pri 
37° C. 1 in 2: Elucijske frakcije. 3 in 4: Elucijske frakcije pridobljene s segrevanjem celičnega lizata pri 80 °C 
za 30 min pred čiščenjem z Ni-NTA kromatografijo. L: proteinska velikostna lestvica. 
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Pri segrevanih vzorcih (pas elucijska frakcija 3 in 4) so lise pri ~40 kDa (pernizin brez 
proregije) bolj intenzivne kot lise pri ~55 kDa (neprocesiran pernizin). Segrevanje je 
povzročilo zvečano stopnjo avtokatalitične odcepitve proregije iz N-konca vključno z His6-
TEV domeno, ter s tem izgube pernizina med afinitetno kromatografijo. Na podlagi 
rezultatov poskusov avtokatalitičnega procesiranje (slika 18) lahko predpostavimo, da med 
postopkom segrevanja lizata pride tudi do izgub zaradi avtoproteolize encima. S 4 h 
produkcijo Prn1N-His pri 37 °C ter izolacijo iz citoplazme smo v večini šarž pridobili encim 
z nizkim donosom (do ~1,8 mg L-1) in neprimerno čistostjo za nadaljnje študije 
karakterizacije encima.  
Na tej točki je vredno omeniti, da elektroforetska mobilnost rekombinatnega pernizina in 
okrajšanih različic ni popolnoma v skladu z molekulskimi masami izračunanimi na podlagi 
AK zaporedja (glej preglednico 18). Predpostavljamo, da med pripravo vzorcev za NaDS - 
PAGE, zaradi termostabilnosti in odpornosti na NaDS ne pride do popolnega porušenja 
terciarne in sekundarne strukture pernizina. Posledično se zmanjša elektroforetska 
mobilnost, ki ni skladna z molekulsko maso proteina, kar so pri termostabilnih proteinih 
opažali tudi drugi avtorji (Balestrieri in sod., 2011; Xu in sod., 2015). Pri elektroforetski 
ločbi torej pernizin opažamo pri višjih Mr, kot je pričakovano glede na AK zaporedje. 
 
 
Slika 14: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) elucijskih frakcij po čiščenju pernizina Prn26N-His  ter 
Prn92C-His pridobljenega z izolacijo iz citoplazme. Izražanje v E. coli je potekalo z indukcijo pri OD600 = 1,0, 
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V celicah transformiranih z vektorjem pMCSG7 smo uspešno izrazili tudi okrajšane 
rekombinante encime Prn26N-His in Prn94N-His s proteolitično aktivnostjo na kazein. To 
nakazuje, da se pernizin zvija v funkcionalno konformacijo tudi ob odsotnosti proregije, ki 
je pri nekaterih subtilazah nujna za zvijanje encima (deluje kot intra-molekularni šaperon) 
(Bryan, 2002; Shinde in sod., 1995). Kljub temu, da proregija ni nujna za zvitje encima v 
funkcionalno obliko pa lahko pospešuje zvijanje, kar je bilo dokazano za pernizinu 
homologno termofilno proteinazo Tk-subtilizin (Tanaka in sod., 2008). Vloga proregije in 
avtokatalitično procesiranje pernizina je opisano v poglavju 4.4. 
V pasovih 1-3 (cimogram, slika 14) so vidni vzorci s pernizinom brez signalne sekvence 
(Prn26N-His), ki je potoval pri velikostih ~45 kDa in ~40 kDa.  Liso pri velikosti ~45 kDa 
razlagamo s celotnim Prn26N-His, liso pri 40 kDa pa pernizinu s odcepljeno proregijo. Na 
cimogramu pri vzorcih s Prn94N-His ni jasno ločenih lis razgradnje. Vidno je široko območje 
razgradnje med 55 kDa in 34 kDa, torej lahko večino nečistoč v tem velikostnem območju 
pripišemo razgradnim produktom pernizina, ki so ohranili proteolitično aktivnost.  
Zadovoljive čistosti encimov z izražanjem in izolacijo iz citoplazmi ter čiščenjem z Ni-NTA 
afinitetno kromatografijo nismo uspeli doseči (slika 14). Čistost bi lahko izboljšali z 
nadaljnjimi postopki čiščenja, kot je npr. velikostno izključitvena kromatografija.  
 
4.3.2 Izolacija iz periplazemske frakcije 
 
Zaradi težav s pridobivanjem zadostno čistega rekombinantnega pernizina za biokemijske 
analize z izolacijo iz citoplazme, smo preizkusili produkcijo in izolacijo iz periplazme po 
različnih protokolih. Prednosti lokalizacije akumulacije RP v periplazmi so opisane v 
pregledu objav (glej 2.5.2). Postopek izolacije iz periplazemske frakcije na podlagi 
osmotskega šoka je relativno delovno nezahteven in poceni ter rezultira v manj kompleksni 
mešanici proteinov za čiščenje z afinitetno kromatografijo. Za optimizacijo izolacije iz 
periplazemske frakcije smo preizkusili različne protokole (rezultati poskusa niso prikazani). 
Za najbolj učinkovit postopek izolacije iz periplazemske frakcije se je izkazal protokol 
prirejen po Škrlj in sod. (2010).   
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Slika 15: NaDS - PAGE (levo) in cimogram (desno) vzorcev pernizina Prn1C-His izoliranega iz periplazemske 
frakcije. 1 in 2: Vzorci elucijskih frakcij pripravljenih z 10 min segrevanjem pri 80 °C ob dodatku inhibitorjev 
EDTA in PMSF 3: Elucijska frakcija brez segrevanja in dodatka EDTA in PMSF pri pripravi vzorcev za NaDS-
PAGE in cimografijo. L: proteinska velikostna lestvica.  
 
Z NaDS - PAGE in cimografijo očiščenih frakcij (slika 15) smo pokazali izboljšano čistost 
rekombinantnega pernizina v primerjavi z izolacijo iz citoplazme (slika 14, pas 1 in 2). Med 
postopki izolacije encima oz. med postopki elektroforetske analize je prišlo do odcepa 
proregije, zato dobimo značilno liso pri ~40 kDa ter neprocesiran pernizin pri ~55 kDa 
(pasovi 1 in 2). Na cimogramu (pas 1 in 2) so vidne lise razgradnje tudi pri velikostih ~35 in 
~25 kDa, ki jih lahko pripišemo aktivnim razgradnim produktom, ki so nastali zaradi 
avtoproteolize encima. Dodatno bi lahko prisotnost razgradnih produktov pernizina in s tem 
čistost encimskega vzorca dokazali z izrezom proteinskih lis in identifikacijo proteinov s 
tandemsko masno spektrometrijo ali imunodetekcijo His označenih proteinov. Donos 
encima Prn1C-His pridobljenega iz periplazemske frakcije je bil ~4 mg L-1 kulture, kar je 
zadovoljiv donos encima za raziskovalne potrebe. Šnajder (2013) poroča o donosu nativnega 
pernizina pridobljenega iz gojišča po dvodnevnem gojenju A. pernix okoli 0,075 mg L-1 
gojišča. Encim so pridobili s postopki koncentriranja gojišča in čiščenja na osnovi velikostno 
izključitvene ter ionske izmenjevalne kromatografije. Ti postopki so v primerjavi z izolacijo 
rekombinantnega pernizina iz E. coli in čiščenjem z afinitetno kromatografijo delovno 
zahtevnejši in dražji.   
 
V pasovih označenih s 3 (slika 15) opazimo nenavadno elektroforetsko mobilnost vzorca 
Prn1C-His pripravljenega brez segrevanja ob inkubaciji z nanašalnim pufrom za NaDS - 
PAGE. S takšno pripravo vzorcev za elektroforetske analize smo želeli preprečiti 
avtoproteolizo encima, ki smo jo opazili pri predhodnih poskusih. Vendar brez segrevanja 
vzorca ne pride do popolnega porušenja terciarne in sekundarne strukture pernizina ob 
prisotnosti  NaDS, zato elektroforetska analiza z ločbo glede na molekulsko maso ni mogoča. 
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Slika 16: Cimogram (zgoraj) in NaDS-PAGE (spodaj) vzorcev rekombinantnega pernizina Prn26C-His in Prn92 
C-His. L: proteinska velikostna lestvica; 1: vzorec pripravljen iz celičnega peleta po izražanju Prn26 C-His; 2: 
vzorec pripravljen iz celičnega peleta Prn92C-His; 3: očiščen Prn26C-His, 4: očiščen Prn92C-His; 5: katalitska 
mutanta PrnS355A. 
 
Z zgornjim cimogramom smo potrdili tudi uspešno izražanje in aktivnost Prn26C-His (pas 3) 
in Prn92C-His (pas 4). Čistost proteina Prn26C-His ni optimalna, prisotne so nečistoče pri 70, 
55 in 25 kDa. Pri Prn92C-His (pas 4) na cimogramu opazimo proteolitično aktiven encim pri 
velikosti Mr ~40 kDa ter pri ~55 kDa (glej razlago pod slika 17). Nečistoče pod velikostjo 
40 kDa lahko pripišemo razgradnim produktom pernizina.  
 
Donos rekombinantnih encimov Prn26C-His in Prn92C-His je bil nižji kot pri Prn1C-His, zato 
smo bili pri nadaljnji karakterizaciji teh encimov omejeni s količino vzorcev s primerno 
čistostjo proteina. Med postopkom izolacije Prn26C-His in Prn92C-His iz periplazemske frakcije 
smo večkrat naleteli na težave zaradi prevelike viskoznosti celičnega peleta za pridobitev 
ustreznega lizata za postopek afinitetne kromatografije. Slabše donose okrajšanih različic 
lahko razlagamo tudi z višjimi izgubami z avtoproteolizo, zaradi odsotnosti inhibicije 
proteolitične aktivnosti s proregijo. Odsotnost inhibicije s proregijo bi lahko povzročila tudi 




Hartman K. Določanje izražanja in aktivne domene encima pernizin v bakterijah vrste Escherichia coli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
4.4 AVTOKATALITIČNO PROCESIRANJE IN AVTOPROTEOLIZA PERNIZINA 
 
Subtilizini in nekatere druge proteinaze so sintetizirane kot neaktivni prekurzorji, ki se 
aktivirajo z avtokatalitičnim odcepom proregije, kar omogoča časovno in prostorsko 
nadzorovano aktivnost proteinaz (Bryan, 2002). Aktivnost proteinaz s široko substratno 
specifičnostjo lahko povzroča neselektivno razgradnjo endogenih proteinov. Razjasnitev 
procesa aktivacije pernizina je pomembna tudi iz vidika produkcije in karakterizacije 
encima, saj smo pri višjih koncentracijah encima (>0,1 mg mL-1) ob izpostavljenosti visokim 
temperaturam opažali avtoproteolizo encimskih vzorcev. Avtokatalitično procesiranje 
rekombinantnega pernizina smo spremljali z inkubacijo encimskih vzorcev pri različnih 
temperaturah in ob prisotnosti CaCl2. 
 
 
Slika 17: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) vzorcev različic rekombinatnega pernizina s His6 značko 
na N-koncu pripravljenih po 1 h inkubaciji pri 4 °C in 80° C, z in brez dodatka 1 mM CaCl2. 
 
Pri vzorcih po inkubaciji Prn1N-His in Prn26N-His so na cimogramu vidne proteolitične lise pri 
~40 kDa, ki jih razložimo s prisotnostjo procesiranega aktivnega pernizina z odcepljeno 
proregijo in signalnim zaporedjem na N-koncu. Najintenzivnejša razgradnja je vidna pri 
encimih Prn1N-His in Prn26N-His inkubiranih pri 80 °C z dodatkom Ca2+ ionov. Visoko stopnjo 
avtokatalitičnega procesiranja Prn1N-His pri 80 °C in prisotnosti 1 mM CaCl2 potrjujejo tudi 
lise na NaDS-PAGE, saj je lisa pri ~40 kDa bolj intenzivna kot pri ~55 kDa (neprocesiran 
pernizin). Povišanje aktivnosti pernizina ob prisotnosti Ca2+ ionov je že bilo predhodno 
dokazano (Šnajder in sod., 2012; Catara in sod. 2003).  
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Pri vzorcih Prn94N-His sta na cimogramu vidni proteolitični lisi pri ~40 in ~50 kDa, ki sta se 
pojavili pri vseh cimografijah z encimi Prn94 oz. Prn92. Pojav lise pri ~50 kDa pripisujemo 
frakciji Prn94N-His z neodcepljenim N-koncem s His6-TEV domeno. Pri vzorcu Prn94N-His po 
inkubaciji na 80 °C z dodanim CaCl2 je intenzivnost proteolitične razgradnje nepričakovano 
veliko nižja. Predpostavljamo, da je prišlo med inkubacijo ob prisotnosti Ca2+ ionov do 
avtoproteolize encima. Stoner in sod. (2004) poročajo o znatnem povišanje avtoproteolize 
nekaterih subtilizinu podobnih proteinaz ob dodatku Ca2+. Pojav nezaželene avtoproteolize 
pri visokih temperaturah ob prisotnosti Ca2+ ionov smo potrdili tudi z rezultati poskusa 
prikazanim na spodnjih elektroforetskih gelih.  
 
Slika 18: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) proteinskih vzorcev pridobljenih po inkubaciji encimov 
Prn1C-His, Prn92C-His ter PrnS355A pri enakih pogojih, kot pri analizah s CD-spektrometrijo (slika 23-26). Vzorci 
so bili inkubirani za 5 min v 10 mM HEPES pufru z dodanim 2 mM CaCl2. 1: PrnS355A pri 20 °C; 2: PrnS355A 
pri 20 °C +CaCl2; 3: Prn1 pri 20 °C; 4: Prn1 pri 20 °C + CaCl2; 5: Prn92 pri 20 °C; 6: Prn92 pri 20 °C + CaCl2; 
7: PrnS355A pri 60 °C; 8: PrnS355A pri 60 °C + CaCl2; 9: Prn1 pri 60 °C; 10: Prn1 pri 60 °C + CaCl2; 11: Prn92 
pri 60 °C; 12: Prn92 pri 60 °C +Ca; 13: PrnS355A pri 90 °C +Ca; 14: PrnS355A pri 90 °C +Ca; 15: Prn1 pri 90 
°C; 16: Prn1 pri 90 °C + CaCl2; 17: Prn92 pri 90 °C; 18: Prn92 pri 90 °C + CaCl2. Koncentracije encimov med 
inkubacijo: Prn1C-His = 0.16 mg mL-1 ; Prn92C-His = 0.14 mg mL-1; PrnS355A = 0,15 mg mL-1 
 
Vpliv Ca2+ na avtokatalitično procesiranje rekombinantnega pernizina (odcep proregije) ter 
posledično povišano aktivnost je viden že po inkubaciji pri 20 °C (pas 3 in 4). Pri inkubaciji 
Prn1 ob prisotnosti 2 mM CaCl2 pri 60 °C (pas 9 in 10) lahko na podlagi rezultatov NaDS - 
PAGE potrdimo nezaželeno avtoproteolizo encima, saj lise pri ~40 in ~55 kDa (pernizin) 
izginejo, vidni so le še razgradni produkti velikosti pod 25 kDa. Primerljiv rezultat vidimo 
tudi pri vzorcih po inkubaciji na 90 °C (pas 15 in 16). Pri vzorcih Prn92 so vidne proteinske 
lise pri ~40 kDa (slika 18: pasovi 6, 11, 12, 17, 18). Nepričakovano smo s cimografijo zaznali 
nizko encimsko aktivnost Prn92 le pri vzorcih inkubiranih na 60 °C in 90 °C brez dodanega 
Ca2+  (pas 11 in 17). Predvidevamo, da je imel uporabljen encimski vzorec zelo nizko 
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koncentracijo funkcionalnega encima. Popolno odsotnost lise razgradnje pri vzorcih 
inkubiranih ob prisotnosti Ca2+ ionov (pas 12 in 18) lahko pripišemo avtoproteolizi med 
inkubacijo. 
Iz zgornjih rezultatov je razvidno, da že kratka 5 minutna izpostavljenost raztopine pernizina 
visokim temperaturam ob prisotnosti Ca2+ ionov lahko povzroči visoko stopnjo 
avtokatalitičnega procesiranja ter avtoproteolize in s tem izgube encima. To nakazuje, da 
lahko pri biokemijskih analizah, ki vključujejo postopke s povišanimi temperaturami, zaradi 
avtoproteolize pridobimo iz rezultatov napačne zaključke. Pri postopkih kot je denaturacija 
proteinskih vzorcev za elektroforetske metode so potrebne prilagoditve metod, kot je npr. 
dodatek proteinaznih inhibitorjev med inkubacijo z NaDS nanašalnim pufrom (slika 15).   
Nestabilnost vzorcev pernizina zaradi avtoproteolize smo potrdili tudi s CD-
spektropolarimetrijo, kjer je vzorec katalitske mutante PrnS355A (slika 25) med inkubacijo 
(meritev) pri 90 °C s Ca2+ ohranil konformacijo, medtem ko je pri vzorcu Prn1C-His prišlo do 
navideznega porušenja sekundarne strukture, zaradi prisotnosti različnih razgradnih 
produktov (slika 24). Pri študijah strukture in konformacijske stabilnosti pernizina in 
podobnih termostabilnih proteinaz je torej smiselna uporaba katalitskih mutant.  
Koncentracija encima v uporabljenih vzorcih je naslednji dejavnik, ki ga je z nadaljnjim 
delom potrebno raziskati in optimizirati za preprečevanje avtoproteolize. S poskusom 
prikazanem na sliki 18 smo pokazali avtoproteolizo Prn1C-His raztopine pernizina s 
koncentracijo 0,16 mg mL-1. Smiselno bi bilo raziskati vpliv nižjih koncentracij encima na 
avtokatalitično procesiranje in proteolizo. Nižanje koncentracije encima z redčenjem v 
ustreznih pufrih je lahko uporabna strategija za preprečevanje avtoproteolize pri 
biokemijskih analizah, kjer je mogoča uporaba nižjih koncentracij proteina. Pulido in sod. 
(2006) so pri preučevanju subtilizina iz arheje Thermococcus kodakaraensis opazili vpliv 
avtoproteolize na rezultate karakterizacije temperaturne stabilnosti s CD-spektrometrijo. Pri 
inkubaciji raztopine pri 100 °C s koncentracijo encima 42 µg ml-1 so določili razpolovno 
dobo 7 min, medtem ko so pri koncentraciji encima 4 µg ml-1  pri 100 °C določili razpolovno 
dobo 50 min.  
 
Avtoproteoliza je problematična tudi pri industrijskih aplikacijah proteinaz, kot je uporaba 
v visoko-koncentriranih tekočih detergentih, kjer dodane proteinaze razgrajuje tudi druge 
encime v formulaciji. Za preprečevanje razgradnje encimov s proteinazami se v formulacije 
dodajajo kemikalije za stabilizacijo kot so soli karboksilnih kislin, borova kislina in glicerol 
(Stoner in sod., 2004). Termofilnemu subtilizini WF146 pa so povišali odpornost na 
avtoproteolizo z zamenjavo AKO v identificiranih avtokatalitičnih mestih (Liang in sod., 
2010).  
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Slika 19: NaDS-PAGE (zgoraj) in cimogram (spodaj) vzorcev rekombinantega pernizina Prn1C-His inkubiranih 
pri enakih pogojih, kot med sintezo encima v bakteriji E. coli. Simulirali smo pogoje izražanja pri 37 °C za 4 
h, pri 20 °C za 4 h ter pri 20°C za 16 h. Preverili smo tudi dodatek 2 mM CaCl2. Inkubacija pri 0 °C je služila 
kot negativna kontrola procesiranja. 
 
Elektroforetskimi geli zgoraj prikazujejo rezultate poskusa s katerim smo želeli preveriti 
vpliv pogojev izražanja na avtokatalitično procesiranje med bioprocesom. Vpliv višjih 
temperatur v mezofilnem območju (do 37 °C) na procesiranje encima smo opazili pri 
rezultatih poskusa prikazanih na sliki 10. Na NaDS - PAGE opazimo značilen vzorec dveh 
oblik pernizina pri velikostih Mr ~40 kDa ter ~55 kDa. Razlik med posameznimi pogoji 
inkubacije iz zgornjih gelov ni mogoče razbrati. Tudi pri negativni kontroli procesiranja 
(inkubacija pri 0 °C) je na gelu viden procesiran aktiven pernizen. Primerljivo stopnjo 
avtokatalitičnega procesiranja razlagamo s predhodnim procesiranjem med produkcijo 
encima ter postopki izolacije in čiščenja encima. V uporabljenem vzorcu pernizina sta torej 
že v izhodišču bili prisotni procesirana in neprocesirana oblika. Ta poskus bi bilo potrebno 
ponoviti z uporabo proteinaznih inhibitorjev med postopki pridobivanja encima in 
elektroforetskih analiz. 
 
Na cimogramu (slika 19) je presenetljiv pojav lis razgradnje pri ~55 kDa, kjer se predvidoma 
nahaja neprocesiran pernizin. Aktivna oblika neprocesiranega pernizina pri drugih 
cimografijah in pri predhodnem delu še ni bila opažena (Šnajder in sod., 2012; Catara in sod. 
2003). Aktivnost neprocesiranega pernizina smo zaznali tudi na cimogramu na sliki 10, kjer 
je bila količina nanešenega vzorca zelo visoka. Aktivnost neprocesiranega pernizina je 
posreden dokaz, da je odcep proregije avtokatalitičen in za cepitev niso potrebne druge 
proteinaze. Z odcepom proregije, ki pri visokih koncentracijah pernizina ob prisotnosti Ca2+ 
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ionov poteka že pri nižjih temperaturah (glej slika 18), kot so v naravnem okolju A. pernix 
nastaja aktivna oblika z odcepljeno proregijo. Tako s časom v encimskem vzorcu narašča 
delež aktivnejšega zrelega pernizina, kar pri zadostni koncentraciji encima vodi v 
avtoproteolizo. Za razjasnitev avtokatalitičnega procesiranja ter s tem povezano optimizacijo 
pridobivanja in dela s pernizinom so potrebne nadaljnje raziskave. Razjasniti je potrebno 
vpliv koncentracije encima in nižjih temperatur na potek procesiranja. 
 
Med avtoproteolizo nastajajo tudi manjše encimsko aktivne oblike pernizina. Pogosto sta pri 
cimografiji po aktivaciji (inkubacija pri visoki temperaturi) opaženi obliki z velikostjo ~27 
kDa (slika 15 in 18) (Šnajder in sod., 2013; Catara in sod. 2003). Ni jasno ali so to biološko 
funkcionalne oblike pernizina, ki nastajajo tudi v naravi v zunajceličnem okolju A. pernix z 
avtokatalitično cepitvijo na specifičnih prepoznavnih mestih. Za razjasnitev tega vprašanja 
in določitev aktivne domene pernizina je z nadaljnjim delom smiselno na podlagi 3D modela 
in AK zaporedja pernizina pripraviti dodatne rekombinantne encime okrajšane s C 
terminalnega konca. Smiselno bi bilo preveriti tudi, če so manjše aktivne oblike nativnega 
pernizina prisotne tudi v gojišču po gojenju A. pernix.  
 
Proregija z omejevanjem dostopnosti katalitičnega mesta inhibira aktivnost ter s tem stopnjo 
avtokatalitične razgradnje pernizina. Za povišanje stabilnosti vzorcev pernizina in 
preprečevanje izgub encima med postopki pridobivanja je torej bolj smiselno izražanje 
celotnega pernizina s proregijo (Prn1). Pri pridobivanju okrajšanih rekombinantnih encimov 
brez signalne sekvence in brez proregije smo dobili nižje donose in slabšo čistost, kar lahko 
pripišemo tudi višji stopnji avtoproteolize med postopki pridobivanja, zaradi odsotnosti 
inhibicije s proregijo. 
 
Odcepljena proregija lahko deluje tudi kot ne-kompetitivni inhibitor nekaterih subtilizinu 
podobnih proteinaz (Pulido in sod., 2006). Ta pojav je potencialno dodaten mehanizem 
preprečevanja avtoproteolize v encimskih vzorcih z visoko koncentracijo. Z izražanjem 
samostojne proregije bi lahko po vzoru Pulido in sod. (2006) zastavili poskus s katerim bi 
preverili ali odcepljena proregija tudi pri pernizinu deluje kot inhibitor procesiranega 
pernizina.  
 
4.5 TEST ZA DETEKCIJO PROTEOLITIČNE AKTIVNOSTI TERMOFILNIH 
ENCIMOV NA TRDNEM GOJIŠČU 
 
Na osnovi predhodno opisanih metod (Kannan in sod., 2001; Cowan in Daniel 1982) smo 
razvili hiter kvalitativen test za detekcijo proteolitične aktivnosti termofilnih encimov, ki jih 
v gojišče izločajo bakterijske kolonije. Test temelji na podlagi uporabe trdnega gojišča LB s 
temperaturno stabilnim gelan gum (2%) z dodatkom kazeina (1%), ki služi kot substrat za 
detekcijo izražanja proteolitičnih encimov. Zaradi aktivnosti proteinaz, ki jih v gojišče 
izločajo celice oziroma se izločijo po lizi celic pride do pojava belih con, ki so posledica 
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agregacije netopnih razgradnih produktov kazeina (Sokol in sod., 1979). Na pripravljene 
plošče s kazeinom smo precepili posamezne kolonije transformant E. coli z vektorji 
pMCSG7 za izražanje različic pernizina ter vektor brez vključka za negativno kontrolo. 
 
 
Slika 20: Primer testa proteolitične aktivnosti lizatov kolonij E. coli, ki so producirale različice 
rekombinantnega pernizina na trdnih gojiščih z inkubacijo na 80 °C. Prn1N-His: Lizat kolonije, ki je izražala 
neprocesiran pernizinom, K: lizat kolonije z vektorjem brez vključka, Prn26N-His: pernizin brez signalne 
sekvence, Prn94N-His: pernizin brez proregije. 
 
Proteolitično aktivnost z opisanim testom smo z veliko ponovljivostjo zaznali (pojav bele 
cone) le pri kolonijah, ki so izražale zrel pernizin brez proregije (Prn94 N-His). Pri kolonijah 
z nezrelimi oblikama pernizina (Prn1N-His, Prn26 N-His) s tem testom nismo zaznali 
proteolitične aktivnosti. Ta rezultat potrjuje, da je pernizin brez odcepljene proregije manj 
aktiven ter nakazuje, da med izražanjem pernizina v E. Coli ne pride do visoke stopnje 
procesiranja. Preizkusili smo tudi inkubacijo plošč pri 90 °C ter ob dodatku 2 mM CaCl2 v 
gojišče, vendar razlik v uspešnosti testa oz. hitrosti pojava in velikosti belih con nismo 
opazili. Predvidevamo lahko, da je stopnja avtokatalitične odcepitve proregije med 
inkubacijo plošč pri 80 °C v primerjavo z aktivacijo v raztopini encima zelo nizka, zaradi 
nižje koncentracije encima in prisotnosti proteinskega substrata.  
 
Opisana metoda bi lahko bila uporabna za hitro in enostavno detekcijo termostabilnih 
proteinaz iz bakterij in gliv, ki jih lahko uspešno gojimo na ploščah. Metoda bi lahko bila 
uporabna tudi za hitro kvalitativno spremljanje vpliva inhibitorjev oziroma denaturantov na 
aktivnost proteinaz. S prilagoditvami, bi lahko bila metoda uporabna tudi za hitre selekcijske 
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4.6 BIOKEMIJSKE IN FIZIKALNE LASTNOSTI REKOMBINANTNIH   
PERNIZINOV 
 
4.6.1 Spremljanje encimske aktivnosti z azokazeinskim testom 
 
Na podlagi azokazeinskih testov smo kvantitativno primerjali encimsko aktivnost 
pridobljenih rekombinantnih encimov z nativnim encimom izoliranim iz gojišča po gojenju 
A. pernix (slika 21 in 22). Proteolitične reakcije so potekale pri enakih pogojih kot pri 
preučevanju konformacijskih sprememb pernizina s CD-spektrometrijo. S tem smo želeli 
preveriti vpliv avtoproteolize na konformacijske spremembe vzorcev pernizina ter povezavo 
konformacije pernizina z encimsko aktivnostjo.  
 
 
Slika 21: Encimska aktivnost različic pernizina določena na podlagi azokazeinskega testa pri temperaturah 20 
°C, 60 °C in 90 °C. Inkubacija reakcij je potekala 20 min v 10 mM HEPES pufru pri pH 8. Z rdečimi oznakami 
je predstavljena relativna aktivnost encimskih vzorcev z dodanim 2 mM CaCl2. Prn92: pernizin brez proregije; 
Prn1: celoten neprocesiran pernizin; PrnAP: nativni pernizin pridobljen iz A. pernix; PrnMutanta: katalitska 
mutanta PrnS355A. 
 
Pri 20 °C je relativna encimska aktivnost vzorcev pernizina v primerjavi z encimsko 
aktivnostjo pri 90 °C pričakovano zelo nizka. Najvišjo aktivnost pri 60 °C in 90 °C smo 
izmerili vzorcem Prn1C-His. Prisotnost Ca2+ ionov je zvišala relativno proteolitično aktivnost 
Prn1C-His za ~40 %. Povišanje encimske aktivnosti in premik temperaturnega optimuma 
pernizina ob prisotnosti Ca2+ ionov je bil že podrobno dokumentiran (glej slika 3) (Šnajder 
in sod., 2012; Catara in sod. 2003). Optimum encimske aktivnosti pernizina ob prisotnosti 1 
mM Ca2+ je bil določen pri okoli 100 °C (Šnajder in sod., 2012). Za določanje 
temperaturnega optimuma naših encimskih vzorcev bi morali razširiti poskus z inkubacijami 
reakcij pri temperaturah nad vreliščem. Nativnemu pernizinu (PrnAP) smo pri 90 °C izmerili 
~70 % nižjo aktivnost v primerjavi z rekombinantnim (Prn1C-His). Nižjo encimsko aktivnost 
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PrnAP lahko razlagamo z slabšo kakovostjo uporabljenega encimskega vzorca (denaturacija 
encima pred uporabo v azokazeinskem testu). Predhodno je bil optimum encimske aktivnosti 
nativnega pernizina ob prisotnosti CaCl2 določen med 99 °C in 110 °C (Šnajder in sod., 
2012). Tudi pernizinu izraženem brez proregije (Prn92C-His) smo izmerili nepričakovano 
nizko proteolitično aktivnost, ki jo razlagamo z nizko koncentracijo funkcionalnega encima, 
kar smo za isto šaržo encima potrdili tudi s cimografijo na sliki 18. 
 
 
Slika 22: Relativna proteolitična aktivnost rekombinantnega pernizina Prn1C-His in nativnega arhejskega 
pernizina (PrnAP) določena na podlagi azokazeinskega testa pri temperaturah 20 °C, 40 °C, 60 °C, 80 °C, 90 
°C in 100 °C. Test encimske aktivnosti je bil izveden v pufru 10 mM HEPES pri pH = 8,0 in prisotnosti 2 mM 
CaCl2. 
S pomočjo azokazeinskega testa smo primerjali encimsko aktivnost rekombinatnega 
pernizina (Prn1C-His) in nativnega arhejskega pernizina (PrnAP) (slika 22). Encimska vzorca 
smo predhodno aktivirali s temperaturno aktivacijo z inkubacijo pri 90 °C, ob prisotnosti 
CaCl2 za 1 uro. Določena encimska aktivnost je bila pri vseh temperaturah višja pri Prn1C-
His. Najvišja aktivnost Prn1C-His je bila ponovno izmerjena pri 100 °C, kar potrjuje, da je 
optimum encimske aktivnosti ob prisotnosti Ca2+ okoli 100° C. Tudi v tem primeru nizko 
aktivnost PrnAP razlagamo s slabo kvaliteto encimskega vzorca. Za bolj relevantno 
primerjavo aktivnosti nativnega in rekombinantnega pernizina bi bilo potrebno poskus 
ponoviti s svežo šaržo arhejskega pernizina s potrjeno koncentracijo funkcionalnega encima.  
 
4.6.2 Cirkularni dikroizem (CD) 
 
Z merjenjem CD-spektrov pridobljenih rekombinantnih različic in nativnega pernizina v 
daljnem UV-območju (200 – 250 nm) smo spremljali konformacijske spremembe v 
sekundarni strukturi v odvisnosti od temperature in prisotnosti Ca2+ ionov. S tem smo želeli 
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preveriti temperaturno stabilnost rekombinantnega pernizina ter pridobiti vpogled v vpliv 
vezave Ca2+ na konformacijo encima.  
  
 
Slika 23: CD-spektri nativnega arhejskega pernizina (PrnAP) v daljnem UV-območju (200–250 nm) pri 
temperaturah 20, 60 in 90 °C z in brez dodatka 2 mM CaCl2 posneti v 10 mM HEPES pufru pri pH 8,0,. λ –
valovna dolžina, [Θ] – molska eliptičnost na aminokislinski preostanek pernizina. 
 
CD-spektri nativnega pernizina (slika 23) pri vseh pogojih analize imajo minimum pri okoli 
209 nm, kar nakazuje na vsebnost α-vijačnice. Višanje temperature do 90 °C ima zelo malo 
vpliva na CD-spektre, kar potrjuje termostabilnost nativnega pernizina. Tudi prisotnost Ca2+ 
ionov nima vidnega vpliva na izmerjene CD-spektre.  
 
 
Slika 24: CD-spektri rekombinantnega pernizina (Prn1C-His) v daljnem UV-območju (200–250 nm) pri 
temperaturah 20, 60 in 90 °C, brez in ob dodatka 2 mM CaCl2  posneti v 10 mM HEPES pufru pri pH 8,0,. λ –
valovna dolžina, [Θ] – molska eliptičnost na aminokislinski preostanek pernizina. 
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Pri CD-spektrih rekombinantnega Prn1C-His opazimo minimume pri okoli 209 nm ter pri 
okoli 220 nm, kar je značilno za proteine z visoko vsebnostjo α-vijačnice. Pri 90 °C ob 
dodatku Ca2+ ionov spektralna sprememba nakazuje na spremembe v CD-spektru. Z 
inkubacijo iste šarže encima Prn1C-His pri enakih pogojih smo pokazali, da je ta rezultat 
posledica avtoproteolize encima in ne temperaturne denaturacije (slika 18). To potrjuje tudi 
primerjava s CD-spektri katalitske mutante PrnS355A (slika 25), kjer pri 90 °C ob prisotnosti 
Ca2+ ni prišlo do večjih sprememb spektra.  
 
Primerjava CD-spektrov nativnega in rekombinantnega pernizina nakazuje, da je vsebnost 
elementov sekundarnih struktur proteinov različna. Rekombinantni arhejski termostabilni 
encimi pogosto kažejo nižjo stabilnost in aktivnost v primerjavi z nativnimi, ker so za dosego 
popolnoma funkcionalne in stabilne nativne konformacije lahko potrebne post-translacijske 
modifikacije in specifični šaperoni (Vieille and Zeikus 2001). V primeru našega 
rekombinantnega pernizina tega nismo opazili, saj ima primerljivo termostabilnost in 
optimum encimske aktivnosti kot nativni encim. Razlike v CD-spektrih encimov lahko 
deloma pripišemo prisotnosti nečistoč v preučevanih vzorcih (npr. agregirani razgradni 
produkti pernizina).  
 
 
Slika 25: CD-spektri katalitske mutante PrnS355A v daljnem UV-območju (200–250 nm) pri temperaturah 20, 
60 in 90 °C, brez in z dodatkom 2 mM CaCl2  v 10 mM HEPES pufru pri pH 8,0. λ –valovna dolžina, [Θ] – 
molska eliptičnost na aminokislinski preostanek pernizina. 
 
Pri PrnS355A opazimo dva izrazito različna vzorca CD-spektrov v odvisnosti od prisotnosti 
Ca2+ ionov. CD-spektri vzorcev brez dodanega Ca2+ imajo izrazite minimume pri okoli 207 
nm. Medtem ko pri spektrih posnetih ob prisotnosti Ca2+ opazimo minimume pri okoli 209 
nm in pri okoli 220 nm. Podobne spremembe spektrov v odvisnosti od  Ca2+ opazimo tudi 
pri Prn1C-His (slika 24). To nakazuje, da vezava Ca2+ povzroči spremembe v sestavi 
sekundarne strukture pernizina. Tanaka in sod. (2007) opisujejo zelo podobne spremembe 
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CD spektrov v daljnem UV-območju ob vezavi Ca2+ pri Tk-subtilizinu, ki je homolog 
pernizina. Ti rezultati nakazujejo, da se konformacija pernizina ob vezavi Ca2+ spremeni 
tako, da se poveča vsebnost α-vijačnice. Za Tk-subtilizin je bilo dokazano, da ima vezava 
Ca2+ in tvorba Ca2+-vezavne zanke ključno vlogo pri zvijanju v nativno konformacijo in s 
tem aktivnost encima (Takeuchi in sod., 2009). Vpliv vezave Ca2+ na povišanje aktivnosti 
pernizina, ki je povezana s konformacijo smo večkrat dokazali (npr. slika 18). Vendar z 
veliko ponovljivostjo ugotavljamo tudi, da prisotnost Ca2+ ni nujna za proteolitično aktivnost 
pernizina. Nižjo aktivnost pernizina brez dodatka Ca2+ lahko razlagamo s tem, da je pernizin 
zmožen proteolitske aktivnosti, kljub temu, da zaradi odsotnosti vezave Ca2+ ni zvit v 
popolnoma nativni konformaciji. Druga možna razlaga je, da del populacije molekul 
pernizina veže proste Ca2+ ione in se zvija v nativno konformacijo že med postopki izražanja, 
izolacije in čiščenja. Npr. koncentracija prostih Ca2+ ionov v celicah E. coli je ~ 90 nM 
(Gangola in Rosen, 1987). Za razjasnitev vloge vezave Ca2+ pri zvijanju pernizina v nativno 
funkcionalno obliko so potrebne nadaljnje raziskave po vzoru Takeuchi in sod. (2009). Za 
potrditev vpliva vezave Ca2+ na konformacijske spremembe bi bilo smiselno izmeriti tudi 
CD-spektre v bližnjem UV-območju, kjer bi pričakovali potrditev sprememb tudi v terciarni 
strukturi pernizina.  
 
Slika 26: CD-spektri pernizina brez proregije (Prn92C-His) v daljnem UV-območju (200–250 nm) pri 
temperaturah 20, 60 in 90 °C, ob in brez dodatka 2 mM CaCl2. posneti v 10 mM HEPES pufru pri pH 8,0. λ –
valovna dolžina, [Θ] – molska eliptičnost na aminokislinski preostanek pernizina. 
 
Posneti CD-spektri Prn92C-His so pri preiskovanih pogojih zelo različni. To lahko deloma 
razlagamo z nehomogenostjo proteinskega vzorca, zaradi slabe čistosti. Spektri posneti ob 
prisotnosti  Ca2+ ionov pri 60 °C in 90 °C nakazuje na porušenje sekundarne strukture, zaradi 
avtoproteolize. Stopnja avtoproteolize je zaradi odsotnosti inhibicije s proregije predvidoma 
višja, zato v vzorcu nastajajo različni razgradni produkti pernizina z različno sestavo 
sekundarnih struktur. 
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4.6.3 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Vpliv temperature na konformacijske spremembe rekombinantnih pernizinov smo določali 
z merjenjem fluorescenčnih emisijskih spektrov. Spremljali smo intrinzično fluorescenco 
AKO triptofana, ki po ekscitaciji z vzbujevalno svetlobo valovne dolžine 280 nm dajejo 
fluorescenčne spektralne signale z maksimumi intenziteti fluorescence (λmax) z vrednostnimi 
od 308 do 355 nm v odvisnosti od mikrookolja. Za AKO triptofana, ki se nahajajo v 
notranjosti proteina (nepolarno okolje) so značilne vrednosti λmax < ~ 330 nm, če se vrednosti 
λmax višje se predpostavlja, da so AKO triptofana izpostavljeni topilu (polarno okolje) 
(Vivian in Callis, 2001). Podrobnejša analiza modelne strukture pernizina (s prikazom 
površine) kaže, da imamo v nativni konformaciji 3 triptofane izpostavljene na površini, 4 pa 
v notranjosti strukture pernizina (Šnajder, 2013).  
 
 
Slika 27: Maksimumi fluorescenčne emisijske intenzitete (λmax) v odvisnosti od temperature (20–95 °C), 
spektri so bili posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0. 
 
Vrednosti λmax so pri vseh rekombinantnih različicah pernizina pri segrevanju do 95 °C ostale 
relativno nespremenjene, kar nakazuje na to, da ni prišlo do večjih sprememb konformacije 
encimov. Pri Prn26C-His in Prn92C-His  so vrednosti λmax v celotnem  proučevanem  
temperaturnem območju okoli 332,5 nm, medtem ko so pri Prn1C-His λmax okoli 328 nm. To 
nakazuje, da je pri Prn1C-His večji delež triptofanov v notranjosti proteina. Rezultati 
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Slika 28: Fluorescenčni emisijski spektri rekombinantnega pernizina (Prn1C-His) v odvisnosti od temperature 
pri segrevanju (20 – 95 °C), posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0. * Odzivna enota (ang. »response unit«). 
 
 
Slika 29: Fluorescenčni emisijski spektri rekombinantnega pernizina brez signalnega zaporedja (Prn26 C-His) 
v odvisnosti od temperature pri segrevanju (20 – 95 °C), posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0. * Odzivna 
enota (ang. »response unit«). 
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Slika 30: Fluorescenčni spektri rekombinantnega procesiranega pernizina (Prn92C-His) v odvisnosti od 
temperature pri segrevanju (20 – 90 °C), posneti v 10 mM Tris pufru pri pH 8,0. *Odzivna enota (ang. 
»response unit«). 
 
Slike 28, 29, 30 prikazujejo fluorescenčne spektre rekombinantnih pernizinov iz katerih smo 
pridobili podatke za vrednosti λmax v odvisnosti od temperature (slika 27). Znižanje 
fluorescenčne intenzitete (ugašanje) s temperaturo je verjetno posledica neemisijskih 
pojavov, ki so posledica trkov med molekulami pri visokih temperaturah (Lakowicz, 1999) 
 
Pri spektrih Prn26 C-His pri Prn92C-His opazimo pojav vrhov z visoko intenziteto fluorescence 
pri valovni dolžini ~ 560 nm. To nakazuje na proteinske agregate v vzorcih, ki povzročajo 
sipanje svetlobe in signal fluorescence pri dvakratniku valovne dolžine ekscitacije 
(Lakowicz, 1999). Slabšo kvaliteto pridobljenih encimskih vzorcev okrajšanih različic 
pernizina smo opazili tudi z elektroforetskimi analizami (slika 16), azokazeinskim testom 
(slika 21) in CD-spektropolarimetrijo (slika 26). Proteinske agregate v encimskih vzorcih 
lahko pripišemo razgradnim produktom pernizina, zaradi avtoproteolize oz. prisotnosti 
drugih proteinskih nečistočam.  
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 Pripravili smo vektorske konstrukte za izražanje gena za pernizin in njegovih krajših 
različic v bakteriji E. coli. Kodonsko optimiziran zapis za pernizin z dodanim 
zapisom za histidinske značke se prevede v topen protein, ki ga lahko po izolaciji 
enostavno očistimo z uporabo Ni-NTA afinitetne kromatografije.  
 
 Primerno čistost rekombinatnega pernizina za biofizikalno karakterizacijo smo 
dosegli s pripravo vektorskih konstruktov za usmerjanje akumulacije encima v 
periplazmo (konstrukti pMD204). Z izolacijo iz periplazemske frakcije in čiščenjem 
z afinitetno kromatografijo smo dosegli donos primerno čistega pernizina ~4 mg L-1 
kulture, kar je znatno višji donos v primerjavi s produkcijo z A. pernix. Dodatno so 
postopki biosinteze, izolacije ter čiščenja z rekombinantno produkcijo v E. coli 
delovno manj zahtevni, hitrejši in cenejši.   
 
 Vsem pridobljenim različicam pernizina smo s cimografijo dokazali proteolitično 
aktivnost, kar potrjuje uspešno zvitje rekombinantnega pernizina v aktivno obliko.   
 
 S CD-spektropolarimetrijo in fluorescenčno emisijsko spektrometrijo smo pokazali 
visoko termostabilnost rekombinantnega pernizina. Rekombinantni pernizin ohranja 
visoko stopnjo proteolitične aktivnosti tudi pri temperaturi 100 °C.  
 
 Za rekombinantni pernizin je enako kot za nativni značilno post-translacijsko 
avtokatalitično zorenje z odcepom proregije. Odcep proregije poteče že pri 
kratkotrajni izpostavitvi višjim temperaturam oziroma potencialno že med postopki 
pridobivanja z E. coli, saj smo pri vseh elektroforetskih analizah Prn1 zaznali tudi 
procesiran pernizin brez proregije (Mr ~40 kDa).  
 
 Proregija inhibira encimsko aktivnost pernizina, predvidoma z oviranjem 
dostopnosti katalitičnega mesta. Klub temu smo s cimografijo zaznali tudi nizko 
stopnjo proteolitične aktivnosti neprocesiranega pernizina. Za preprečevanje 
avtoproteolize je smiselno izražanje celotnega rekombinatnega pernizina vključno s 
proregijo.  
 
 Z nadaljnjim avtokatalitičnim procesiranjem po odcepu proregije nastajajo tudi 
manjše aktivne oblike pernizina, ki jih s cimografijo najpogosteje zaznamo pri 
velikostih ~27 kDa. Za potrditev najmanjše aktivne domene pernizina z velikostjo 
~27 kDa je potrebno pridobiti in okarakterizirati še različice pernizina dodatno 
okrajšane s C-terminalnega konca.  
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 Proregija pri pernizinu ni nujna za uspešno zvitje zrelega encima, kot to velja za 
nekatere bakterijske subtilaze. To smo pokazali s sintezo rekombinantnih encimov 
brez proregije (Prn94N-His, Prn92C-His), katerim smo s cimografijo pokazali 
proteolitično aktivnost. 
 
 Avtoproteoliza v raztopinah pernizina lahko povzroči izgube encima med postopki 
pridobivanja in napačne zaključke iz rezultatov biokemijskih analiz. Pokazali smo, 
da že nekaj minutna izpostavljenost raztopine pernizina s koncentracijo ~0,15 mg 
mL-1 visokim temperaturam (nad 60 °C) povzroči visoko stopnjo avtoproteolize. 
Strategije za preprečevanje avtoproteolize so uporaba proteinaznih inhibitorjev, delo 
z raztopinami z nizko koncentracijo encima ter uporaba katalitskih mutant v študijah 
strukture encima.  
 
 Vezava Ca2+ ionov vpliva na konformacijsko stabilnost in zvišuje proteolitično 
aktivnost pernizina.  Dodatek 2 mM Ca2+ pri inkubaciji pri 100 °C povzroči ~40 % 
zvišanje relativne proteolitične aktivnosti na azokazein. Prisotnost Ca2+ znatno 
poviša tudi stopnjo avtokatalitične aktivacije in avtoproteolize v vzorcih pernizina. 
S spremljanjem CD spektrov v daljnem UV-območju smo pokazali, da vezava Ca2+ 
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Termostabilne proteinaze so komercialno pomembni encimi, ki se uporabljajo v industriji 
detergentov, živilstvu, usnjarstvu in farmaciji. Namen tega magistrskega dela je bil 
izboljšanje rekombinantne produkcije in karakterizacija proteinaze pernizin, ki jo sintetizira 
hipertermofilna arheja A. pernix. A. pernix lahko uspešno gojimo v laboratoriju, vendar 
termofilni bioproces in zahtevna izolacija pernizina iz gojišča predstavljata oviro pri razvoju 
aplikacij tega encima. Pernizin je subtilizinu podobna zunajcelična proteinaza, ki se 
sintetizira kot neaktivni prekurzor. Aktivacija encimske aktivnosti poteče z avtokatalitičnim 
odcepom proregije.  Z našim delom smo skušali razjasniti proces post-translacijska zorenja 
in vlogo proregije pri zvijanju v nativno obliko ter zaviranju proteolitične aktivnosti.  
 
S kodonsko optimiziranim zaporedjem za izražanje v E. coli in vektorjem pMCSG7 smo 
pripravili vektorske konstrukte za prekomerno izražanje pernizina s histidinsko značko na 
N-terminalnem koncu. Z izolacijo citoplazemske proteinske frakcije in čiščenjem z  Ni-NTA 
afinitetno kromatografijo smo pridobili aktiven encim, vendar čistost in donos nista bila 
zadovoljiva. Izvedli smo optimizacijo procesa biosinteze pernizina v E. coli. Za sintezo 
rekombinatnega pernizina se je za najprimernejšega izmed preiskovanih pogojev izkazal 
bioproces z razmnoževanjem biomase pri 37 °C do indukcije pri OD600 ~1,0, s sledečo fazo 
izražanja pri 20 °C čez noč. Ugotovili smo, da med postopki pridobivanja poteče odcepitev 
proregije iz N-konca vključno s histidinsko značko, kar vodi v izgube pernizina med 
čiščenjem z afinitetno kromatografijo. V izogib teh izgub smo pripravili vektorske 
konstrukte na podlagi vektorja pMD204, ki so omogočili sintezo pernizina s histidinsko 
značko na C-terminalnem koncu. Vektorski konstrukti pMD204 so omogočili tudi 
usmerjanje akumulacije pernizina v periplazmo, s čimer smo izboljšali čistost encima.  
 
Glede na predvidena cepitvena mesta post-translacijskega zorenja pernizina smo sintetizirali 
tudi okrajšan rekombinantni encim brez signalne sekvence (Prn26) in procesiran encim brez 
proregije (Prn92 ; Prn94). Vsem sintetiziranim okrajšanim različicam pernizina smo s 
cimografijo dokazali proteolitično aktivnost. S tega lahko sklepamo, da proregija pri 
pernizinu ni nujna za uspešno zvitje encima v nativno obliko. 
 
Ugotovili smo, da pri delu z raztopinami pernizina ključno težavo predstavlja avtoproteoliza 
encima. Za preprečevanje avtoproteolize so potrebne prilagoditve postopkov produkcije in 
biokemijskih analiz. Proregija zavira proteolitično aktivnost pernizina, zato je za povišanje 
stabilnosti raztopin pernizina in preprečevanje izgub med postopki pridobivanja primernejša 
sinteza celotnega pernizina vključno s proregijo.  
 
Razvili smo kvalitativen test za detekcijo proteolitične aktivnosti termofilnih encimov, ki jih 
v gojišče izločajo bakterijske kolonije. Proteolitično aktivnost zaznamo kot pojav belih con 
v okolici lizatov kolonij, ki so posledica agregacije netopnih razgradnih produktov kazeina  
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dodanega v gojišče. S tem testom smo zaznali proteolitično aktivnost le pri lizatih kolonij, 
ki so izražale zrel pernizin brez proregije.  
 
S CD-spektropolarimetrijo in fluorescenčno emisijsko spektrometrijo smo spremljali 
konformacijske spremembe vzorcev rekombinantnega pernizina v odvisnosti od temperature 
in prisotnosti Ca2+ ionov. Pridobljen rekombinantni pernizin ohranja konformacijsko 
stabilnost pri visokih temperaturah (nad 90 °C) in visoko proteolitično aktivnost. Potrdili 
smo, da vezava Ca2+ vodi v konformacijske spremembe pernizina, ki povzročijo znatno 
zvišanje encimske aktivnosti pri visokih temperaturah. Posledično prisotnost Ca2+ zviša tudi 
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